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INTRODUZIONE 
 
I virus causa di diverse patologie umane 
I virus sono microrganismi intracellulari in grado di infettare cellule viventi e di moltiplicarsi 
al loro interno utilizzando gli enzimi della cellula ospite, inclusi quelli coinvolti nella sintesi 
proteica e nella sintesi dell’acido nucleico, andando così ad interferire con le normali 
funzioni cellulari. Dopo l’ingresso nella cellula ospite, i virus possono provocare danno 
tissutale e diverse patologie, portando anche alla morte della cellula stessa, si parla in 
questo caso di infezione litica. Alcuni virus hanno anche la capacità di stabilire 
un’infezione latente, durante la quale si insediano nella cellula ospite e in essa producono 
le proteine virali necessarie alla sopravvivenza, o integrando il proprio materiale genetico 
nel genoma dell’ospite o mantenendo il proprio genoma in forma episomale 1. Il nostro 
organismo risponde all’infezione virale, cercando di neutralizzare e distruggere le cellule 
infettate, attraverso l’immunità innata e l’immunità cellulo mediata, o specifica. Il principale 
meccanismo dell’immunità innata è rappresentato da cellule natural killer che, senza 
stimolazione antigenica specifica, sono in grado di lisare le cellule infettate; in alternativa 
la riproduzione virale viene inibita per mezzo di interferoni, prodotti da linfociti o da fagociti. 
Meccanismi di difesa dell’immunità specifica sono invece mediati da anticorpi e linfociti T, 
in grado di assicurare risposte immuni sufficienti, nella maggioranza dei casi, al controllo o 
all’eliminazione dell’infezione. In particolare un ruolo chiave è svolto dai linfociti T 
citotossici (CTL) che possono riconoscere e quindi uccidere cellule che presentano 
proteine non-self 2. 
 
Meccanismi di evasione della risposta immunitaria da parte di un virus 
Il sistema immunitario controlla e protegge l’organismo da agenti estranei; un ruolo 
fondamentale in questo è svolto dai linfociti T citotossici2. 
I virus, per eludere questa difesa, hanno sviluppato molteplici meccanismi di escape virale, 
che permettono l’ingresso e il mantenimento nelle cellule del virus stesso. Una delle vie 
maggiormente colpite è il pathway ubiquitina-proteasoma3, che genera frammenti peptidici 
poi presentati sulla superficie cellulare delle molecole del maggior complesso 
d’istocompatibilità di classe I (MHC-I). Le proteine virali agiscono direttamente 
sull’espressione delle molecole di MHC di classe I e per la maggior parte provocano una 
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riduzione dell’espressione di queste molecole sulla superficie cellulare mediando la loro 
internalizzazione o degradazione 4. 
Un’altra strategia utilizzata dai virus per eludere il sistema immunitario è quella di 
interferire con i processi di proteolisi o di trasporto degli antigeni virali, interferendo con 
l’attività del proteasoma o di altre peptidasi coinvolte nella generazione di peptidi 
antigenici. Questo meccanismo porterebbe alla formazione di epitopi errati, incapaci di 
legarsi al trasportatore TAP (transporter associated with antigen processing) e di essere 
poi veicolati all’interno del reticolo endoplasmatico o essere legati all’MHC-I. 
Un ulteriore potenziale meccanismo di escape virale è la down-regolazione di TAP, dato 
che un minor trasporto di peptidi antigenici all’interno del reticolo endoplasmatico si 
traduce in una riduzione della formazione di complessi MHC-I/peptide riconosciuti dai CTL 
5. 
 
I linfociti T citotossici 
I linfociti T citotossici sono cellule responsabili dell’immunità specifica o acquisita, deputate 
al riconoscimento e all’eliminazione delle cellule estranee, tumorali, o infettate da virus. I 
linfociti T vengono prodotti nel midollo osseo e poi migrano al timo dove maturano e poi 
entrano nel circolo sanguigno 1. I linfociti T si dividono in tre gruppi: linfociti T helper in 
grado di richiamare ed attivare altri linfociti; linfociti T soppressori e linfociti T citotossici. I 
linfociti T per mezzo di un recettore di superficie detto TCR (T cell receptor) sono in grado 
di riconoscere antigeni non self, quando vengono presentati sulla superficie di cellule 
nucleate, in associazione alle molecole di MHC. Esistono due diverse classi di molecole 
MHC (di classe I e II); gli antigeni processati dal proteasoma si legano alle molecole MHC 
di classe I e vengono riconosciuti dai  linfociti T citotossici, mentre gli antigeni processati 
da lisosomi si legano alle molecole MHC di classe II che vengono riconosciute dai recettori 
dei linfociti T helper, che in seguito si attivano e producono citochine, con la funzione di 
stimolare l’attivazione dei macrofagi e il differenziamento dei linfociti B. L’interazione del 
complesso MHC/peptide col recettore TCR, contemporaneamente all’interazione di 
molecole accessorie del linfocita con molecole costimolatorie espresse sulla superficie 
delle antigen presenting cells (APC), ha come effetto finale l’attivazione del linfocita T 
citotossico (CTL) che uccide la cellula infettata o tumorale 2. 
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Figura 1. Processing e presentazione degli antigeni in cellule infettate da virus. 
Le proteine virali sintetizzate nel citoplasma della cellula ospite vengono degradate dal proteasoma e 
associate alle molecole di MHC di classe I. Il complesso MHC-I/peptide virale presentato sulla superficie 
della cellula infettata viene riconosciuto dai linfociti T citotossici specifici. 
 
 
 
Generazione dei ligandi per le molecole di MHC di classe I 
I ligandi per le molecole di MHC-I sono generati, nella maggioranza dei casi, dal 
proteasoma 26S, un complesso proteolitico che svolge un ruolo fondamentale nella 
degradazione delle proteine e nella regolazione di numerose funzioni cellulari 6, 7. Il 
proteasoma 26S è una proteasi presente nel citoplasma e nel nucleo di tutte le cellule 
nucleate e per svolgere le sue funzioni richiede energia sotto forma di ATP 8. È formato da 
un core 20S ad attività proteolitica associato a 2 complessi regolatori 6, 9. Il regolatore più 
comunemente associato al core 20S è il complesso 19S (detto anche PA700). Il regolatore 
19S è deputato al riconoscimento delle proteine ubiquitinate e alla loro successiva 
deubiquitinazione. Ogni subunità del 19S si associa alle subunità del core 20S e il 
complesso che ne risulta è chiamato 26S. 
Sotto stimolo dell’IFN-γ, una citochina immunomodulatoria secreta dalle cellule T e dai 
natural killer (NK) durante le risposte immuni, il complesso regolatorio 19S viene sostituito 
da quello 11S detto anche PA28. Questo complesso permette alle proteine di accedere 
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più facilmente alla camera proteolitica del proteasoma 6, 8, 10. Le tre subunità catalitiche del 
proteasoma, associate a tre diverse attività peptidasiche 6, sotto stimolo dell’IFN-γ, 
vengono sostituite da altre subunità dette low molecular weight protein (LMP) 
caratterizzate da una diversa attività proteolitica 6, 8. Il proteasoma che presenta queste 
subunità indotte dall’IFN-γ è definito immunoproteasoma 6 . 
 
   
 
 
Figura 2. Strutture e composizione del proteasoma 26S e dell’immunoproteasoma. 
 
 
L’immunoproteasoma ha un ruolo chiave nella formazione di peptidi antigenici che 
vengono associati a molecole di MHC-I  e presentati ai linfociti T citotossici (CTL). Infatti, 
accanto alla degradazione di proteine danneggiate e di proteine ad attività regolatoria, la 
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generazione di peptidi antigenici è l’altra importante funzione del proteasoma che viene 
quindi ad avere un ruolo fondamentale nel processo noto col nome di antigen processing.  
Affinché una proteina sia degradata dal proteasoma è necessaria la sua coniugazione ad 
una catena a più monomeri di ubiquitina, una piccola proteina globulare ubiquitaria e 
altamente conservata di 8 KDa, costituita da 76 aa 6, 8.  
 
Molecole del maggior complesso di istocompatibilita’ di classe I 
Le molecole di MHC di classe I, note anche con il nome di HLA (human leucocyte 
antigen), sono formate da una catena α associata in modo non covalente ad un 
polipeptide denominato β2-microglobulina. Sono costituite da una tasca extracellulare per il 
legame del peptide, una regione tipo Ig che contiene una sequenza di legame per il 
corecettore CD8 dei CTL, un segmento transmembrana ed una regione citoplasmatica. La 
tasca di legame per il peptide ha due pareti formate da α-eliche ed un pavimento costituito 
da un foglietto β ad otto nastri antiparalleli; è chiusa alle due estremità e può quindi 
accogliere peptidi di lunghezza non superiore a 8-11 aminoacidi (Figura 3 ). 
 
 
 
Figura 3.  Struttura dell’MHC di classe I 
 
 
Studi effettuati sulle molecole di HLA hanno dimostrato come sia possibile individuare il 
sito di binding del peptide. Il binding motif è la sequenza aminoacidica caratteristica di ogni 
allele di classe I e per ogni singolo HLA di classe I si può identificare la posizione specifica 
per ogni peptide. È stato dimostrato che ogni allele dell’HLA lega un set di peptidi con 
caratteristiche simili e, in particolare, si sono identificati in precise posizioni del peptide 
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aminoacidi identici o affini, presenti nelle posizioni 2 e 9 e chiamate posizioni “ancore”. 
Questi aminoacidi determinano per ogni HLA un caratteristico e conservato binding motif 
dei diversi peptidi che potranno legare 6, 11, 12. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 A) Esempi di binding motif per le molecole di HLA-A2 e A24: le ancore primarie sono evidenziate 
in arancione. B) Rappresentazione schematica della tasca di legame delle molecole di MHC-I. 
 
Il virus di Epstein-Barr (EBV) 
Il virus di Epstein-Barr (EBV) è un γ-herpes virus umano con spiccato tropismo per i 
linfociti B 13, 14, 15, 16, 17. Rappresenta l’agente eziologico di un numero crescente di tumori 
tra i quali il linfoma di Hodgkin, il linfoma di Burkitt, il carcinoma nasofaringeo e linfomi 
immunoblastici. Il genoma virale di EBV è costituito da una molecola di DNA a doppio 
filamento lineare di 172 kbp, racchiuso da un nucleocapside con 162 capsomeri, un 
envelope esterno e tra di essi una proteina tegumento. 
 
Introduzione 
8 
 
 
 
Figura 5. Genoma di EBV 
 
 
L’infezione primaria si verifica principalmente durante l’infanzia, ma può avvenire anche 
durante l’adolescenza o nell’età adulta. Il virus è in grado di penetrare nella cellula 
bersaglio grazie all’interazione di una glicoproterina dell’envelope (gp350) con un recettore 
presente sulla superficie della cellula (il recettore CD21/CR2). All’interno della cellula 
ospite il virus mantiene il proprio genoma a livello episomale, dando inizio al ciclo virale. In 
seguito all’infezione primaria, il virus permane all’interno dei linfociti B dell’uomo, in un 
iniziale stato di latenza asintomatico. Ci sono infatti due distinti stadi dell’infezione virale: 
una prima fase, detta di latenza, e una seconda fase, nota come fase litica. Il sito primario 
della replicazione virale non è nei linfociti B, ma nell’epitelio orofaringeo, dove il virus 
stabilisce una persistente infezione delle cellule epiteliali, attraverso un continuo ciclo di 
infezione, replicazione virale e nuove infezioni. Durante la fase primaria dell’infezione tutte 
le proteine latenti primarie sono espresse in numero limitato e il genoma è mantenuto ad 
un numero costante di copie. L’infezione latente è una caratteristica comune a tutti gli 
herpes virus e, durante questo stadio dell’infezione, il virus esprime sei antigeni nucleari 
(EBNA 1-6), tre proteine latenti di membrana (LMP1, LMP2A, LMP2B) e due  RNAs non 
poliadenilati EBERs (EBV-encoded RNAs) e BARTs (BamH1-A rightward transcripts) 13. 
La fase litica invece è caratterizzata da una notevole trascrizione di geni virali e 
dall’espressione di proteine virali precoci, come BZLF1, attivatori della replicazione, trans 
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attivatori, BMRF1 e BMLF1, una DNA polimerasi, una timidina chinasi, antigeni tardivi 
citoplasmatici e attivatori della maturazione dei virioni 16, che vengono rilasciati per la lisi 
della cellula ospite e sono in grado di originare un nuovo ciclo infettivo. I linfociti T 
citotossici svolgono un ruolo fondamentale nel controllo sia della fase primaria che della 
fase litica dell’infezione. Una caratteristica tipica di EBV è l’esistenza di tre diversi 
programmi di latenza (di tipo I, II o III), ognuno dei quali caratterizzato dall’espressione di 
specifici antigeni virali. Il programma di latenza III è caratterizzato dall’espressione dei sei 
antigeni nucleari di EBV e delle proteine latenti di membrana LMP1, LMP2A, LMP2B 16. 
Questo programma di latenza è contraddistinto dalla proliferazione autonoma delle cellule 
B ed è probabilmente necessario per espandere il pool iniziale di cellule infettate e per 
incrementare le possibilità per il virus di accedere al compartimento delle cellule memoria, 
è inoltre quello riscontrabile nelle cellule LCL (Lymphoblastoid cell line). 
 
b
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Figura 6. A) Infezione di un linfocita B da parte del virus di EBV ed espressione degli antigeni della latenza. 
B) Fasi del ciclo replicativo del virus di EBV 
 
 
Il programma di latenza II è caratterizzato dall’espressione virale di EBNA1 ed LMP1; 
mentre il programma di latenza I dall’esclusiva espressione della proteina EBNA1 18. 
Quello che accomuna i diversi programmi di latenza è l’espressione in ognuno di essi di 
EBNA1, la sola tra le proteine virali, che si riteneva non fosse target delle risposte immuni.  
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Tabella 1. Antigeni espressi nei differenti programmi di latenza e relative patologie EBV-associate 
 
 
Patologie associate ad EBV 
Il virus di Epstein-Barr è stato il primo virus ad essere identificato come causa di tumori 
umani. EBV infetta circa il 90% della popolazione umana adulta, ma causa tumori solo in 
piccole percentuali tra le persone affette. Le patologie correlate ad EBV comprendono 
tumori a carico della linea linfoide e delle cellule epiteliali, come il linfoma di Burkitt, il 
linfoma di Hodgkin, il carcinoma nasofaringeo, linfomi immunoblastici ed altre patologie 
associate indirettamente ad EBV, come la sindrome di Sjògren, l’artrite reumatoide e la 
mononucleosi. Tutte le patologie associate ad EBV sono caratterizzate da uno specifico 
programma di latenza che prevede l’espressione di specifici antigeni virali. Caratteristica 
comune ai tumori indotti da EBV è l’espressione della proteina EBNA1, unico antigene 
sempre presente in ogni forma di latenza.  
 
 
Linfoma di Burkitt (BL) 
Il linfoma di Burkitt (BL) è un tumore a carico delle cellule B, con alta incidenza nella 
popolazione infantile delle aree tropicali dell’Africa e della  Nuova Guinea. Esistono tre 
forme di BL: una forma endemica, una forma sporadica e una forma associata all’AIDS 16. 
La causa del BL è una traslocazione cromosomica a carico del gene c-myc, che viene 
traslocato dal cromosoma 8 al cromosoma 14, inducendo una overespressione del gene 
con conseguente proliferazione incontrollata dei linfociti B. All’overespressione del gene c-
myc è associata una alterazione della proteolisi ubiquitina dipendente, una elevata 
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espressione ed attività del TPPII, che inattiva le colecistochinine ed ha attività 
endopeptidasica ed una downregolazione dell’espressione delle proteine di trasporto 
TAP1 e TAP2 18. L’attività di c-myc di attivatore trascrizionale può inoltre contribuire alla 
deregolazione di una serie di geni cellulari coinvolti nel controllo del ciclo cellulare e 
dell’apoptosi. Nei linfomi di Burkitt  è presente un programma di latenza di tipo I e solo la 
proteina EBNA1 è regolarmente espressa, mentre EBNA2 e LMP1, principali effettori 
dell’attivazione e dell’immortalizzazione delle cellule B, sono assenti; sono quindi assenti 
molecole di attivazione, di adesione e costimolatorie e le cellule affette da BL non sono in 
grado di presentare antigeni attraverso la via dell’MHC di classe I e sono incapaci di 
indurre risposte EBV-specifiche. Il turnover proteico rimane però ad elevati livelli, grazie 
alla presenza di altri sistemi enzimatici, quali enzimi deubiquitinanti, precursori della 
poliubiquitina e ubiquitina isopeptidasi. Inoltre c-myc, che viene degradato dal sistema 
ubiquitna-proteasoma in un arco di tempo di 20-30 minuti nelle cellule normali, nelle cellule 
affette da Burkitt viene degradato in un lasso di tempo maggiore da due a sei volte e studi 
recenti hanno dimostrato come esso si sia stabilizzato nelle cellule tumorali.  
 
Linfoma di Hodgkin (HL) e carcinoma nasofaringeo (NPC) 
Il linfoma di Hodgkin è un tumore nel 90% dei casi EBV positivo. Questo tumore colpisce i 
linfonodi e può diffondere facilmente attraverso il sistema linfatico ai vari organi e tessuti. 
Nel linfoma di Hodgkin è espresso il programma di latenza II e sono presenti le proteine 
EBNA1, LMP1, LMP2A e LMP2B. Nel HD (Hodgkin’s disease) si riscontra un’elevata 
espressione di antigeni di attivazione e di antigeni dell’MHC II. In pazienti affetti da 
carcinoma nasofaringeo (NPC) si è riscontrata una significativa depressione delle risposte 
CTL-EBV specifiche. Il carcinoma nasofaringeo colpisce le cellule epiteliali presenti sulla 
superficie del  nasofaringe e può essere di tre tipi: a cellule squamose, non cheratinizzato, 
o indifferenziato. E’ una forma di tumore a prevalente incidenza nel sud della Cina, in 
Alaska e nelle regioni dell’est dell’Asia. Il carcinoma presenta un programma di  latenza II, 
con espressione della proteina EBNA1 e della proteina LMP1, presentante però delle 
mutazioni nella propria sequenza, che ne limitano l’immunogenicità rispetto alla medesima 
proteina nelle LCL 16. Diversi studi hanno rilevato che il pathway dipendente dal 
proteasoma/TAP per la presentazione dell’antigene rimane intatto nelle cellule tumorali nel 
linfoma di Hodgkin e nel carcinoma nasofaringeo. 
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EBNA1 
EBNA1 è una fosfoproteina espressa durante la fase di latenza del ciclo del virus di EBV; 
è costituita da circa 600 aminoacidi ed ha un peso di 72kDa. EBNA1 regola la replicazione 
degli episomi virali e dirige la ripartizione del genoma virale durante la divisione della 
cellula ospite; agendo come regolatore trascrizionale dei promotori di EBNA: Wp e Cp. Il 
dominio C-terminale di EBNA1 è caratterizzato da un segnale di localizzazione nucleare 
(Nuclear localization signal), un segnale di dimerizzazione e uno di binding; mentre il 
dominio N-terminale risulta costituito da due sequenze di arginina. I domini N e C 
terminale sono separati da una sequenza di dimensioni variabili di motivi glicina-alanina 
ripetuti (Gly-Ala repeat o GAr), che ne rappresentano l’unicità. La sequenza Gly-Ala è 
costituita da un numero variabile di aminoacidi da 60 a 300.  
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Figura 7. Struttura della proteina EBNA1 e sue funzioni  
 
La particolarità di EBNA1 è la sua capacità di inibire il suo processing da parte del 
proteasoma 18-20. Molteplici studi hanno dimostrato come questa peculiarità sia 
strettamente associata al GAr, il quale inibisce la degradazione anche quando trasferito in 
altri substrati cellulari o virali. Il dominio GAr risulta inoltre un potente inibitore della 
traduzione del proprio RNA messaggero, in modo posizione dipendente, 21 risultando 
quindi in grado di limitare la sintesi proteica della proteina stessa, con l’effetto di ridurre la 
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possibilità che si generino i DRiPs (Detective Ribosomal Products), che sono substrato 
della degradazione del proteasoma. Nel complesso gli effetti del GAr limitano 
l’immunogenicità della proteina EBNA1, interferendo con la generazione degli epitopi CTL. 
Il processing della proteina EBNA1 da parte di una serin proteasi 22 potrebbe però 
separare il dominio GAr dalla proteina, rendendola così sensibile  alla degradazione del 
proteasoma 21. Gli epitopi di EBNA1 non sono quindi il risultato della degradazione di 
proteine mature, ma potrebbero derivare dal processamento di proteine non correttamente 
sintetizzate o GAr delete. Inizialmente quindi EBNA1 era considerata una proteina non 
immunogenica, in quanto non  erano state rilevate risposte citotossiche contro di essa, ma 
studi più recenti hanno dimostrato l’esistenza di alcuni epitopi di EBNA1, presentati da 
molecole MHC-I.  L’esistenza di risposte citotossiche EBNA1 specifiche può essere 
spiegata attraverso un meccanismo di cross priming della proteina EBNA1 mediato dalle 
cellule dendritiche (DC)23, 24. L’antigene esogeno viene fagocitato dalle DC ed epitopi 
derivati dalla proteina esogena vengono presentati alle cellule T naive, che vengono così 
indotte a proliferare e formano cloni CTL EBNA1 specifici. Quindi malgrado l’espressione 
stabile di EBNA1 nelle cellule B, si è visto che epitopi da essa derivanti sono processati e 
presentati alle cellule T CD8.  Ulteriori studi hanno dimostrato che CTL memoria  EBNA1 
specifici possono essere riattivati in vitro, stimolando le cellule con linea linfoblastoide 
autologa (LCL autologa). 
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Figura 8. Epitopi noti di EBNA1 presentati dalle molecole di MHC-I. 
Se la proteina EBNA1 full-length è espressa  in modo endogeno, non si riscontrano 
risposte CTL specifiche, mentre si rilevano risposte citotossiche contro epitopi di EBNA1, 
quando la cellula DC viene pulsata con la proteina full-length esogena. La proteina full-
length endogena risulta dunque protetta dalla degradazione del proteasoma per la 
presenza nel suo interno del dominio GAr; mentre la proteina esogena è soggetta a 
degradazione secondo un pathway proteasoma-indipendente, e ciò dà una spiegazione 
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all’esistenza di risposte CTL dirette contro epitopi da essa derivanti, quali IPQ528-536 
(IPQCRLTPL) e RPQ72-80 (RPQKRPSCI), entrambi presentati dall’HLA-B7 23. 
Sulla base di queste osservazioni ci si è poi chiesti se non sia possibile allo stesso modo 
indurre la processazione di EBNA1 full-length e la presentazione di epitopi da essa 
derivanti, pulsando cellule  LCL con frammenti della proteina esogena, con e senza GAr 
nella loro sequenza e si sono riscontrate risposte CTL specifiche contro l’epitopo VLK574-
582 (VLKDAIKDL), presentato dall’HLA-A2 25. Per elucidare il meccanismo attraverso cui 
sono generati altri epitopi di EBNA1, quali YNL518-526 (YNLRRGTAL) presentato dall’HLA-
B8 17 e  HPV407-417 (HPVGEADYFEY), presentato dall’ HLA-B35 26 alcuni studiosi hanno 
pensato di trattare cellule LCL con inibitori del proteasoma, quali ZAL e lactacistina. 
Usando inibitori del proteasoma si blocca la degradazione endogena della proteina 
EBNA1 full-length, da parte del proteasoma, ma non si blocca la degradazione di EBNA1 
nelle cellule epiteliali; quindi non è un’inibizione assoluta e si rilevano comunque risposte 
CTL contro gli epitopi YNL e HPV. Questi epitopi di EBNA1 quindi non possono derivare 
dalla proteina full-length, che non viene degradata, ma potrebbero essere il prodotto della 
rapida degradazione dei DRiPs; infatti se le cellule LCL vengono incubate con e senza 
cicloesimide, o con e senza emetina, due sostanze che sono inibitori della sintesi proteica, 
si vede che solo in presenza di questi inibitori non si rilevano risposte CTL specifiche. Ciò 
dimostra che cellule infettate da EBV possono direttamente presentare epitopi di EBNA1 
alle cellule T, e la loro presentazione procede attraverso un pathway in cui il 
processamento endogeno degli epitopi è indipendente dalla degradazione della proteina 
full-length 26. 
 
Nuovi approcci terapeutici nella lotta ai tumori 
Negli ultimi anni si è fatta sempre più strada la prospettiva di strategie terapeutiche atte ad 
aumentare e potenziare il riconoscimento di cellule infettate e neoplastiche da parte del 
sistema immunitario; approcci terapeutici di questo tipo costituiscono nel complesso 
l’immunoterapia. 27 28. 
L’immunoterapia può essere di vari tipi: passiva cellulare; passiva umorale; specifica 
attiva. L’immunoterapia passiva cellulare basa il trattamento della patologia sull’uso di 
cellule effettrici specifiche, attivate, che vengono direttamente infuse nel paziente e non 
indotte o espanse nell’organismo, dall’esterno. Un tipico approccio terapeutico è 
l’isolamento e l’espansione della popolazione linfocitaria infiltrante il tumore che pertanto 
può avere una elevata specificità tumorale. L’espansione in vitro e la seguente reinfusione 
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di questi linfociti dovrebbe aumentare le risposte citotossiche contro il tumore. Un’altra 
modalità di immunoterapia cellulare passiva può essere l’uso di interferoni, che modula i 
sistemi di processing e presentazione degli antigeni, favorendo nel tumore 
l’immunogenicità di epitopi TAA (Tumor associated antigen) o TSA (Tumor specific 
antigen) derivati, causando quindi l’uccisione delle cellule tumorali da parte delle cellule 
effettrici. L’immunoterapia passiva di tipo umorale invece è contraddistinta 
dall’individuazione e generazione in vitro di anticorpi monoclonali diretti contro varie 
neoplasie 29. In alcuni studi con anticorpi monoclonali murini diretti contro antigeni 
associati a melanomi e linfomi si sono rilevate risposte molto significative. Approcci più 
recenti però prevedono l’uso combinato di entrambi i meccanismi di immunoterapia 
passiva, e la realizzazione di complessi anticorpali a doppia specificità costituiti da un 
anticorpo che riconosce la cellula tumorale e legato ad un secondo anticorpo, che a sua 
volta riconosce una cellula effettrice citotossica, al fine di renderla maggiormente reattiva e 
specifica per il tumore. L’immunoterapia specifica attiva invece è un approccio terapeutico 
mirato ad indurre una immunità cellulare in un ospite che alla prima presentazione 
dell’antigene non è stato in grado di sviluppare un’efficiente risposta contro di esso. La 
procedura terapeutica prevede la presentazione di antigeni tumorali alle cellule effettrici 
dell’ospite. L’approccio più promettente si è rivelato la generazione di vaccini con antigeni 
tumorali 30. Il maggiore vantaggio è l’efficacia della tecnica di immunizzazione e la facilità 
di valutazione delle risposte. Un numero sempre crescente di antigeni è stato fin’ora 
identificato come target di risposte CTL specifiche 31. L’immunità cellulare verso specifici 
antigeni può essere indotta pulsando in vitro cellule APC con peptidi specifici e 
introducendole poi per via endovenosa nell’organismo, al fine di generare risposte 
citotossiche specifiche per l’antigene presentato. Le cellule più efficaci nella presentazione 
degli antigeni e nel priming dei linfociti T sono le cellule dendritiche, utilizzate in diversi 
protocolli di immunizzazione. Ad esempio nell’ambito di tumori EBV-associati, si è visto 
che le DC pulsate con una proteina latente di membrana di EBV, LMP2 e poi reintrodotte 
nei linfonodi inguinali di pazienti con carcinoma nasofaringeo, sono in grado di generare 
una immunità CTL specifica che potrebbe indurre una regressione del tumore 22. Futuri 
approcci terapeutici potrebbero prevedere anche l’uso della proteina EBNA1, nel tentativo 
di risposte CTL per essa specifiche, perché questa proteina è spesso l’unico antigene 
presente in tutte le forme di latenza dei tumori EBV-associati. L’identificazione di epitopi di 
EBNA1 risulta dunque di notevole importanza, dal momento che essi rappresentano il 
target ottimale per nuove strategie di immunoterapia dirette contro i tumori associati al 
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virus di Epstein-Barr 15. e la generazione di specifiche risposte CTL dirette contro questi 
epitopi costituisce la possibilità di controllo dello switch tra la fase latente e la fase litica del 
ciclo virale e della successiva replicazione del virus all’interno della cellula ospite 17. 
 
Specie reattive dell’ossigeno (ROS) 
Le specie reattive dell’ossigeno, meglio note come ROS, sono piccole molecole derivanti 
dall’ossigeno che si generano tramite diverse reazioni partendo dalla produzione di 
superossido. I membri più noti e rappresentativi di questa famiglia sono: i radicali 
dell’ossigeno, gli idrossili, i perossili e alcune forme non radicali tra cui l’acido ipocloroso, 
l’ozono e l’idrogeno perossido 32, 33. 
I ROS interagiscono facilmente con un ampia varietà di molecole, tra cui vi sono piccole 
molecole inorganiche, proteine, carboidrati, lipidi, e acidi nucleici. Tramite queste 
interazioni possono alterare e irreversibilmente danneggiare la struttura e la funzionalità 
delle suddette molecole; di conseguenza i ROS vengono considerati la principale causa di 
danno negli organismi biologici34-36. 
Considerando che l’evoluzione ha portato allo sviluppo di veri e propri sistemi biologici 
finalizzati alla regolazione dei livelli intra- ed extra-cellulari dei ROS è evidente come 
queste molecole svolgano anche altri ruoli essenziali per la funzionalità cellulare37, 38. 
Il primo esempio ci viene dalle cellule del sistema immunitario39, 40, le quali utilizzando la 
produzione dei ROS per l’eliminazione d’agenti patogeni, proteggono l’organismo dal 
rischio di infezioni. Inoltre negli ultimi anni è apparso sempre più evidente come i ROS 
siano coinvolti nel signalling cellulare, infatti lo stato redox dei vari compartimenti cellulari 
può influenzare lo stato d’attivazione di alcuni enzimi, quali kinasi e fosfatasi, che a loro 
volta attivano o reprimono vari pathway di signalling cellulare41. 
Inizialmente i ROS erano ritenuti essere un sottoprodotto di altre reazioni biologiche, 
tuttavia sono stati identificati enzimi che hanno come primaria funzione quella di generare 
ROS in maniera controllata. Il primo enzima di questa famiglia ad esser stato scoperto è 
una NADPH oxidase (NOX) che e stato identificato nei fagociti. La successiva scoperta di 
altri membri della famiglia dei NOX ha evidenziato come il loro ruolo non sia legato alla 
sola fagocitosi, altri membri sono infatti localizzati in quasi ogni tipo di tessuto42. 
 
I membri della famiglia dei NOX 
Tutti i membri della famiglia dei NOX sono proteina transmembrana che sono in grado di 
trasportare elettroni attraverso le membrane biologiche per ridurre l’ossigeno allo stato di 
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superossido. Caratteristiche strutturali comuni includono: 1) un sito di legame per il 
NADPH all’estremita C-terminale, 2) un sito di legame per il FAD, 3) sei domini 
transmembrana e 4) quattro siti di legame per il gruppo eme. 
Il membro per eccellenza di questa famiglia e considerato il NOX2, noto anche come 
gp91phox, essendo il componente più studiato e caratterizzato42. Con il termine NOX2 si 
identifica in realtà la sola subunità catalitica del complesso enzimatico che risulta formato 
da diversi subunità. Questa subunità è inoltre caratterizzata da una modificazione post-
traduzionale, risulta infatti altamente glicosilata ed in western blot è possibile detectare le 
diverse forme. Per quanto concerne invece la sua espressione, si trova prevalentemente 
localizzata nei fagociti ma è anche presente nelle cellule B, nei neuroni, nell’endotelio e 
nel muscolo liscio43. 
L’attivazione del complesso enzimatico avviene tramite una complessa serie di interazioni 
proteina-proteina. La subunità gp91phox è costitutivamente associata a livello citosolico 
con la p22phox che ha la funzione di stabilizzarla. Questo complesso migra a livello della 
membrana dove interagisce con altri fattori tra cui la forma fosforilata di p47phox che 
richiama a sua volta le subunità p67phox e p40phox. L’ultimo componente che viene 
coinvolto e la GTPase Rac. Una volta formato questo complesso, l’enzima risulta attivo ed 
in grado di trasferire elettroni da molecole di NADPH all’ossigeno42. 
 
Figura 9. Struttura e meccanismo d’attivazione del complesso enzimatico NADPH ossidasi 
 
Ad ulteriore conferma del ruolo di questo enzima in alcune cellule del sistema immunitario, 
si e scoperto che l’IFN-γ e in grado di indurre la trascrizione del gene della subunità 
catalitica (gp91phox) grazie alla presenza ad IREs (interferon responsive elemento) nella 
sequenza del promotore44. 
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Danneggiamento e riparazione del DNA 
Con il termine “DNA repair” si intende un insieme di processi tramite i quali la cellula 
identifica e corregge i danni subiti dal DNA. La capacita di una cellula nell’identificare e 
riparare i danni del proprio DNA risulta di vitale importanza per mantenere la corretta 
integrità genomica e quindi le sua funzionalità45.  
La maggior parte dei danni a carico del DNA compromettono direttamente la struttura 
primaria della molecola, comportando modificazioni chimiche dei singoli nucleotidi, che si 
può riflettere in una alterata organizzazione della doppia elica o un non corretto 
avvolgimento del DNA attorno agli istoni. 
 
 
 
Figura 10. Complesso proteico coinvolto nella riparazione della rottura della doppia elica del DNA 
 
Le principali cause che possono comportare danni al DNA sono suddivise in due 
categorie: endogene (ROS) 46 ed esogene (UV, radiazioni, tossine, agenti chimici)47.  Le 
tipologie di danno possono variare a seconda della causa, nel caso dei ROS è possibile 
riscontrare ossidazioni, alchilazioni o idrolisi delle basi azotate; mentre le cause esogene 
possono indurre dimerizzazione delle pirimidine, depurinazione e rottura dell’elica di DNA. 
Al fine di contrastare i numerosi eventi di danneggiamento del materiale genetico che la 
cellula subisce si sono evoluti una serie di meccanismi volti al controllo e al 
riconoscimento delle alterazioni del materiale genetico al fine di poterle riparare e 
consentire cosi il mantenimento dell’integrità genomica. 
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In base al tipo di danno subito vengono attivati diversi meccanismi di riparazione per il 
recupero e il mantenimento dell’informazione genetica, per esempio quando risulta 
possibile viene utilizzata l’elica complementare come stampo per riparare quella 
danneggiata. In questo caso si possono verificare tre diversi meccanismi: 1) Base excision 
repair (BER), 2) Nucleotide excison repair (NER) e 3) Mismatch repair (MMR) in base al 
tipo di danno che si e verificato su di una singola elica. Quando invece il danno colpisce 
entrambe le eliche di DNA vi sono due meccanismi di riparazione: 1) non homologous and 
joining (NHEJ), 2) recombinational repair45. 
Quando la frequenza degli eventi di danno al DNA superano la capacita della cellula di 
riconoscerli e ripararli allora l’accumulo di questi errori genetici possono portare ad una 
precoce senescenza, all’apoptosi o nel caso più grave allo sviluppo di cellule tumorali. 
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MATERIALI E METODI 
 
Separazione del sangue periferico 
Questa metodica è applicata per isolare i linfociti dal sangue umano, fornito dalla Banca 
del Sangue di Ferrara. Si procede stratificando il sangue su Ficoll e centrifugando; quello 
che si ottiene è un fondello costituito da globuli rossi e neutrofili, un anello di PBMC 
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) corrispondente principalmente a linfociti, monociti e 
plasma. 
Per isolare i PBL (Peripheral Blood Leucocyte) si separa l’anello contenente i PBMC, lo si 
lava tre volte con PBS (Phosphate Buffer Solution)  e si mettono le cellule in adesione in 
una fiasca per 90 minuti. I monociti restano adesi alla plastica, mentre i linfociti che sono 
nel surnatante vengono aspirati e piastrati in terreno RPMI 10% FCS Hyclone (inattivato a 
57°C  per 30 minuti). 
 
Linee linfoblastoidi umane (LCL) trasformate con EBV  
Si ottengono in vitro infettando i linfociti B dei donatori con il supernatante della linea 
cellulare B95.8. Si incubano i PBL per un'ora con il supernatante contenente il virus, una 
volta lavate poi si risospendono in terreno supplementato con 10% di FCS e si trattano 
per tre giorni con Ciclosporina A, al fine di eliminare i linfociti T presenti nella coltura. Si 
coltivano successivamente in RPMI 1640 arricchito con antibiotici (penicillina e 
streptomicina) e L-Glutamina + 10% di Fetal Calf Serum (FCS). 
 
Linee di blasti-PHA 
Si ottengono a partire dai linfociti periferici trattati per tre giorni con PHA 
(fitoemoagglutinina) alla concentrazione di 1 mg/ml. Si lavano e si coltivano in RPMI con 
10% di siero fetale bovino e 10 U/ml di IL-2 (Interleuchina 2). 
 
Caratterizzazione dell’aplotipo dei donatori 
I donatori sono stati tipizzati sierologicamente per le molecole di HLA di classe I dalla 
Dott.ssa Teresa Grappa della sezione di Genetica Medica del Dipartimento di Medicina 
Sperimentale e Diagnostica dell’Università di Ferrara. 
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Predizione epitopi 
L’indagine delle possibili sequenze che possono avere elevata affinità per le molecole di 
HLA-A2 e A24 è stata eseguita utilizzando uno specifico programma di predizione di 
epitopi che si basa sul binding motif dei diversi HLA per valutare l’affinità della sequenza 
per la molecola indagata. 
Il risultato è espresso tramite uno score che è indicativo del tempo d’emivita del 
complesso MHC-I/peptide. Il programma è un software free chiamato “HLA Peptide 
Binding Predictions” utilizzabile all’indirizzo web http://thr.cit.nih.gov/cgi-
bin/molbio/ken_parker_comboform. 
 
Peptidi 
Tutti i peptidi utilizzati in questo studio sono stati sintetizzati e purificati dall’UFP del 
Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell’Università di Ferrara. Tali peptidi sono stati 
purificati tramite HPLC e presentano un grado di purezza maggiore del 98%. La sequenza 
aminoacidica di ogni peptide è stata confermata attraverso risonanza magnetica nucleare 
(NMR). I peptidi sono stati inizialmente solubilizzati in dimetilsolfossido (DMSO) alla 
concentrazione di 10-2M e diluiti prima dell’uso con PBS. 
 
Preparazione delle APC 
Le cellule T2 vengono incubate overnight a 26°C in modo che esprimano alte quantità di 
molecole di MHC vuote sulla superficie cellulare; il giorno successivo vengono trattate con 
mitomicina C a 26°C per 1 ora per bloccarne la crescita; nel caso invece si utilizzino 
cellule dendritiche queste vengono trattate con mitomicina C per 1 ora a 37°C. Dopo il 
trattamento con mitomicina C, le cellule T2 e dendritiche vengono lavate due volte con 
RPMI per eliminare l’eccesso di mitomicina ed incubate con l’epitopo di interesse alla 
concentrazione 10-5 M. Dopo 1 ora di incubazione a 37°C vengono lavate per eliminare 
l’epitopo che non si è legato, sospese in RPMI+10% FCS e piastrate in rapporto 1 a 20 
con i CTL. 
 
Generazione di colture CTL 
I PBL ottenuti dal sangue periferico dei donatori vengono sospesi in RPMI 10% FCS 
Hyclone e piastrati in piastra da 24 pozzetti ad una concentrazione di 1,8 x106 /ml. Questi 
linfociti poi verranno stimolati una volta ogni sette giorni per un totale di tre volte 
utilizzando protocolli sperimentali di stimolazione. In generale come stimolatori sono state 
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utilizzate LCL autologhe trattate con peptidi di sintesi oppure direttamente il solo peptide o 
i monociti pulsati con il peptide. Il giorno dopo la seconda stimolazione il terreno viene 
sostituito con RPMI addizionato di 10 U/ml di IL-2. La specificità di queste colture di CTL 
viene testata il giorno prima di ogni stimolazione con test di citotossicità.  
 
Clonaggio 
Per ottenere colture clonali si effettuano diluizioni seriali dei CTL della coltura policlonale 
al fine di  piastrare 10, 5 ed 1 cellula per pozzetto in piastre da 96. Ad ogni pozzetto 
vengono poi aggiunti 1*105 PBMCs trattati con PHA ed irradiati con radiazioni γ. La 
cocultura viene mantenuta in terreno IL-2 che viene cambiato ogni 3 giorni. I cloni che 
proliferano sono poi testati singolarmente in test di citotossicità e quelli che presentano le 
risposte più elevate sono poi ulteriormente espansi.  
 
Test di citotossicita’ 
Si basa sulla valutazione del rilascio di 
51
Cr da parte di cellule target precedentemente 
marcate ed incubate con cellule effettrici. Le cellule target si marcano con 
0,1µC/106cellule di Na2
51
CrO4 a 37°C per 1 ora in presenza o non di peptidi. Al termine 
dell'incubazione le cellule sono lavate tre volte, contate e valutate per la vitalità con il test 
di esclusione del Trypan blue. Le cellule target si pongono in piastre da 96 pozzetti 
assieme agli effettori in opportuni rapporti effettori/target. Dopo l'incubazione di 5h a 37°C 
si determina il rilascio di 51Cr nel supernatante e questo è indice della percentuale di 
citotossicità. Il rilascio massimo di 
51
Cr si valuta trattando le cellule target con Triton X-
100, mentre il rilascio spontaneo delle cellule target è sempre inferiore al 20% di quello 
massimo. La radioattività contenuta nel surnatante di ogni campione si misura con un γ-
counter e la percentuale di lisi specifica viene calcolata con la formula seguente:  
 
      % lisi specifica = 
 
dove: 
cpm: indica la misura in colpi per minuto del rilascio di Cr51 da parte del campione; 
spontaneo: indica la misura del rilascio spontaneo di Cr51 da parte delle cellule target non 
trattate 
 cpm campione - cpm spontaneo 
 cpm massimo - cpm spontaneo 
 x 100 
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massimo: indica la misura del rilascio massimo di Cr51 da parte delle cellule target trattate 
con Triton X-100. 
 
 
Valutazione delle anomalie cromosomiche 
Cellule in rapida fase di crescita sono trattate per 90 minuti con 30 ng/ml di colcemide 
(KaryoMAX® Invitrogen) per indurre arresto in metafase, lavate in una soluzione tampone 
ipotonica contenente 75mM di KCl, fissate su di un vetrino e colorate con una soluzione 
contenente DAPI (Vectashield, Vector Labs). Cinquanta metafasi per ogni linea cellulare 
sono state valutate per la presenza di cromosomi dicentrici, frammenti cromosomici e 
rotture cromosomiche. Le immagini vengono poi ottenute tramite un microscopio a 
fluorescenza LEITZ-BMRB equipaggiato con una fotocamera ed in seguito analizzate con 
Adobe Photoshop©. 
 
Determinazione di danni al DNA   
L’analisi delle rotture della doppia elica del DNA è stata fatta tramite il “comet assay”. 
1*105 cellule vengono risospese in una soluzione di 1% agarosio e depositate su di un 
vetrino che viene posto a 4°C fino a solidificazione della matrice di agarosio. Si incuba poi 
in un tampone di lisi (2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM Tris HCl, 0.5% Triton-X-100, 10% 
DMSO, pH 9.5) per 60 minuti. I vetrini vengono poi posti in una camera elettroforetica 
orrizontale immersi in un tampone di corsa (300mM sodium acetate, 100mM Tris HCl, pH 
8.5), si applica una corrente di 25V per 25 minuti e al termine si lavano per 3 volte in un 
tampone neutralizzante (0.4M Tris, pH 7.5) e colorati con DAPI. Le immagini vengono poi 
ottenute tramite un microscopio a fluorescenza LEITZ-BMRB equipaggiato con una 
fotocamera ed in seguito analizzate con Adobe Photoshop©. 
 
Risposte ai danni al DNA 
L’attivazione della proteina ATM e la fosforilazione dell’istone H2AX sono stati detectati 
tramite immunofluorescenza. 3*104 cellule sono state depositate su di un vetrino tramite 
centrifugazione e fissate con una soluzione di formaldeide al 4% per 10 minuti. L’anticorpo 
primario anti-pH2AX o anti-ATM  viene poi aggiunto overnight a 4°C.  L’eccesso di 
anticorpo viene poi lavato con PBS ed in seguito viene aggiunto l’anticorpo secondario 
goat-anti-rabbit o goat anti-mouse IgG Alexa Fluor488. Le immagini vengono poi ottenute 
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tramite un microscopio a fluorescenza LEITZ-BMRB equipaggiato con una fotocamera ed 
in seguito analizzate con Adobe Photoshop©. 
 
Quantificazione dei ROS 
I livelli cellulari di ROS sono stati analizzati tramite Diclorofluorescina diacetato (DCFDA), 
un composto permeabile alla membrana cellulare che una volta ossidato diventa 
fluorescente. 1*106 di cellule sono state marcate per 45 minuti con una soluzione 2 µM 
DCFDA in PBS e poi incubate overnight a 4°C. La fluorescenza è stata analizzata 
utilizzando un citofluorimetro FACScalibur (Becton–Dickinson). Dove indicato si sono 
utilizzate cellule trattate con 3.5 mM Ebselen (Ebs, Alexis Biochemicals) un mimetico 
dell’enzima glutatione perossidasi o con 1 mM di acido citrico. 
 
RT-PCR 
RNA totale è stato estratto da 4*106 di cellule lisandole in 0.5 ml di Trizol per 5 minuti in 
ghiaccio. Dopo aver aggiunto 0.1ml di cloroformio si è centrifugato per 5 minuti a 14.000 
rpm, recuperata la fase acquosa è stata mescolata con 0.25ml di isopropanolo  e 
centrifugata per 10 minuti a 14.000 rpm. Il pellet è stato lavato con etanolo al 70% e 
risospeso in acqua bidistillata. Per produrre i rispettivi cDNA è stata eseguita la 
retroscrizione utilizzando come primer oligo dT (0.05 mg/ml, Invitrogen)  in modo da 
trascrivere i soli mRNA. Una volta ottenuta la libreria di cDNA tramite PCR semi-
quantitativa si è andati a valutare i livelli di trascrizione dei geni d’interesse utilizzando il 
GAPDH come controllo. I primer utilizzati sono i seguenti: GAPDH: forward CAT CAC CAT 
CTT CCA GGA GC, reverse GAG TCC TTC CAC GAT ACC; NOX2: forward ATC CAT 
GGA GCT GAA CGA TTG, reverse CTC TGT CCA GTC CCC AAC GAT; GPX1: forward 
GAA CGC CAA GAA CGA AGA GAT T, reverse GCA TGA AGT TGG GCT CGAA; 
ACOX1: forward CTC ACT CGC AGC CAG CGT TA, reverse ATT GAG GCC CAC AGG 
TTC CCA. Numero di cicli e temperatura di annealing della PCR: GAPDH 21 cicli a 55°C, 
NOX2 31 cicli a 65°C, GPX1 28 cicli a 65°C e ACOX1 29 cicli a 57°C. 
 
 
Saggio della Luciferasi con il promotore del NOX2 
Il frammento corrispondente alla sequenza del promotore del gene del NOX2 (da -533 a 
+6) è stato amplificato per PCR (forward: 5’-GATGGTAGATCTTTTT 
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CAGCACACACACACAAGTATA-3’, reverse: 5’-GTGGCAGATCTTGAATGTGTTGTG 
TTTGCCTTTCTTC-3’) e clonato all’interno di un plasmide pGL3-Enhancer vector 
(Promega)  codificante per la proteina firefly luciferasi. 2*106 di cellule della linea HL60 
sono state trasfettate con 1mg del plasmide NOX2-Luc in assenza o in presenza di 
quantità crescenti di un plasmide codificante per la proteina EBNA1. Inoltre 0.1 mg del 
plasmide codificante le renilla luciferase è stato cotrasfettato come controllo. Il plasmide 
pGL3-enhancer vuoto e pGL3-SV40 sono stati poi utilizzati rispettivamente per valutare il 
background e la massima attività. Dopo 48 ore dalla trasfezione le cellule sono state lisate 
secondo il protocollo suggerito dal kit (Dual luciferase assay, Promega) e l’attività del 
promotore è stata così calcolata: (NOX2-Luc – pGL3)/ (pGL3-SV40 – pGL3) x 100. 
L’espressione di EBNA1 è stata poi confermata in western blot. 
 
Inibizione del NOX2 
L’inibizione del NOX2 è stata ottenuta trattando le cellule over-night con Apocynin (Apo) 
che inibisce la formazione del complesso enzimatico oppure tramite Diphenylene 
Iodonium (DPI) che inibisce tutte le NADPH ossidasi. Per ottenere una maggiore 
specificità si è inoltre utilizzato un sistema di siRNA retrovirale utilizzando due diverse 
sequenze target per inibire la traduzione della proteina (TRC000004264, cl.64, 
TRC000004266, cl.66, Mission® shRNA NOX2 Transduction particles). 
 
Western blotting 
Lisati cellulari totali sono stati ottenuti lisando le cellule in LDS buffer e corsi in precasted 
gel SDS-PAGE, il trasferimento è avvenuto su membrane PVDF (Millipore). Sono stati poi 
utilizzati i seguenti anticorpi: anti-EBNA1 (OT1X, fornito da Y. Middeldorp, Vrije 
Universiteit, Amsterdam, Olanda), β-actin (AC-15, 1:2000, Sigma), anti-Nox2 (1:100, White 
Label).  
  
Immunostaining 
3*104 cellule risospese in 100ml di PBS sono state depositate su un vetrino tramite 
cytospin e fissate con formaldeide al 4% per 10 minuti. Gli anticorpi primari per pH2AX e 
ATM sono stati aggiunti over-night. Si è poi utilizzato un anticorpo secondario coniugato 
con Alexa Fluor 488, rispettivamente anti-rabbit e anti-mouse. L’analisi è poi stata eseguita 
utilizzando un microscopio a fluorescenza LEITZ-BMRB (Leica). 
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Introduzione allo studio 
 
Il virus di Epstein-Barr (EBV) è altamente diffuso a livello mondiale, circa il 90% della 
popolazione adulta risulta infetto. Persiste normalmente nell’individuo instaurando una 
infezione latente nelle cellule B memoria che viene tenuta sotto stretto controllo dal sistema 
immunitario, l’infezione quindi risulta spesso asintomatica  Nonostante queste caratteristiche 
EBV risulta frequentemente associato a diverse patologie quali il linfoma di Burkitt, il linfoma 
di Hodgkin ed il carcinoma nasofaringeo48-50. Le differenti patologie sono caratterizzate da 
diversi programmi di latenza che determinano l’espressione di diverse proteine virali; l’unica 
proteina presente in tutti i diversi programmi, e quindi sempre espressa nei tumori EBV 
associati, è EBNA1. 
 
Oggetto di questo studio è la proteina EBNA1. Abbiamo voluto indagare due importanti 
aspetti che caratterizzano questo antigene: l’immunogenicità e la carcinogenicità. Nel primo 
studio, affrontando il problema dell’immunogenicità si sono studiate e valutate nuove 
risposte CTL-mediate con lo scopo di identificare nuovi target per immunoterapie. Nel 
secondo invece si è valutato il possibile ruolo di EBNA1 nello sviluppo delle patologie EBV 
associate, in particolare si è indagato come l’antigene potesse favorire il fenomeno 
dell’instabilità genomica nei linfomi di Burkitt. 
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Scopo della ricerca  
“Studio Immunogenicità” 
 
La popolazione delle cellule T ed in particolare i linfociti T citotossici (CTL) rappresentano il 
più efficace meccanismo che il sistema immunitario ha per distruggere cellule infettate da 
virus o tumorali. I linfociti T sono in grado di riconoscere gli antigeni sotto forma di peptidi 
generati dalla degradazione da parte dei sistemi proteolitici cellulari e presentati sulla 
membrana in associazione alle molecole di HLA di classe I. Tuttavia i virus sono in grado di 
eludere il sistema immunitario e di agire all’interno dell’organismo andando ad interferire con 
i meccanismi di generazione, di trasporto e presentazione degli antigeni virali3. 
Il nostro studio si focalizza in particolare sul virus di Epstein-Barr e su una delle proteine 
virali espresse durante la latenza, la proteina EBNA1. Caratteristica peculiare di questa 
proteina è la sua presenza in tutti i tumori EBV-associati. EBNA1, considerata inizialmente 
una proteina non immunogenica, risulta ora di notevole interesse per nuovi approcci 
terapeutici nella lotta ai tumori associati ad EBV, data la recente identificazione di alcuni suoi 
epitopi riconosciuti dai linfociti T citotossici22, 23, 51-53.  
Lo scopo di questo lavoro è lo studio di risposte T citotossiche EBNA1-specifiche, in 
particolare si è cercato di individuare nuovi epitopi derivanti dalla proteina e i processi 
biologici che sono coinvolti nella loro generazione. 
L’identificazione dei meccanismi che stanno alla base dell’antigen processing della proteina 
EBNA1 riveste un ruolo molto importante in quanto potrebbe permettere lo sviluppo di nuove 
terapie volte ad aumentare l’immunogenicità delle cellule tumorali infettate dal virus, in modo 
che possano essere riconosciute ed eliminate in modo più efficiente da parte dei linfociti T 
citotossici. Lo studio delle risposte CTL EBNA1-specifiche e l’analisi dei processi implicati 
nella generazione dell’epitopo bersaglio hanno quindi una notevole importanza per lo 
sviluppo di nuovi approcci terapeutici contro i tumori associati al virus di Epstein-Barr.  
La caratterizzazione di nuovi epitopi e la comprensione dei meccanismi alla base della loro 
generazione e presentazione è fondamentale per ottenere le informazioni necessarie per la 
progettazione di terapie farmacologiche e di vaccini in grado di stimolare il sistema 
immunitario per proteggere l’organismo dalle infezioni di EBV e da tumori EBV-associati. 
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Risultati e discussione 
“Studio Immunogenicità” 
 
Tutti i tumori associati al virus di Epstein-Barr hanno come caratteristica comune 
l’espressione della proteina EBNA1, unico antigene sempre presente in ogni forma di 
latenza. EBNA1 rappresenta dunque il principale target di strategie di immunoterapia mirate 
al controllo e all’eliminazione di tumori EBV-associati da parte dei linfociti T citotossici 
specifici per EBNA154. Di recente, diversamente da quanto si riteneva in passato, sono stati 
identificati alcuni epitopi di EBNA1  in grado di essere presentati dalle molecole di MHC-I, 
rivalutando così il potenziale immunogenico della proteina23, 51-53. 
Il primo obiettivo della ricerca è stato quindi l’identificazione di nuovi epitopi di EBNA1 al fine 
di ampliare il pool di epitopi immunogenici contro cui dirigere futuri approcci terapeutici. 
Inoltre, la comprensione del processing che la proteina subisce, affinché si formino i corretti 
epitopi, risulta di fondamentale importanza nel contesto di uno sviluppo vaccinale mirato a 
proteggere l’organismo dalle infezioni  causate da EBV e/o per la terapia  di tumori EBV-
associati. 
Lo studio è iniziato con la tipizzazione delle molecole di HLA di classe I  di un pannello di 
donatori sani EBV-positivi. Considerata la maggiore frequenza di donatori HLA-A2 positivi 
(12 su 19) e HLA-A24 positivi (10 su 19) si è deciso di analizzare potenziali epitopi in grado 
di legare queste due molecole. 
A tal fine è stato utilizzato un programma informatico (HLA Peptide Binding Predictions) di 
predizione di epitopi che analizzando la sequenza di una proteina è in grado di valutare 
sequenze contigue, di lunghezza variabile tra 8 e 10 aminoacidi, che siano in grado di legare 
determinati sottotipi delle molecole di HLA sulla base del loro binding motif. Tale programma 
fornisce tutte le possibili sequenze dei peptidi specifici per un determinato HLA elencandoli 
in ordine decrescente d’affinità in base alla stima del tempo d’emivita del complesso MHC-
I/peptide. L’indagine è stata quindi eseguita per valutare quali sequenze avrebbero potuto 
legare le molecole di HLA di tipo A2 o A24. Ogni epitopo, in base agli amminoacidi presenti 
in posizione 2 e 9, chiamate posizioni “ancora”, è in grado di legarsi ad una specifica 
molecola di HLA. In particolare le molecole di HLA-A2 prevedono la presenza in posizione 2 
di residui di Leucina (L) o Metionina (M)  mentre in posizione 9 residui di Valina (V) o 
Leucina (L); per le molecole di HLA-A24 invece in posizione 2 è richiesta una Tirosina (Y) e 
in posizione 9 una Leucina (L), una Isoleucina (I) oppure una Fenilalanina (F). 
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Dalla lista dei possibili epitopi predetti sono stati selezionati solamente quelli con gli score 
maggiori, un parametro indicativo della stabilità del complesso MHC-I/peptide, pur non 
escludendo che anche sequenze con score inferiori potrebbero comunque risultare 
immunogeniche.  
Il nostro studio è stato condotto su quattro sequenze: due che potenzialmente si legano alle 
molecole di HLA-A2, FLQTHIFAEV e SIVCYFMVFL, e due alle molecole di HLA-A24, 
VYGGSKTSL e LYNLRRGTAL. Al fine di valutare l’esistenza di questi epitopi predetti sono 
stati utilizzati i linfociti T separati dal sangue periferico di donatori EBV positivi per generare 
CTL peptide-specifici. 
 
 
Tabella 1: Pannello a sinistra: Ancore primarie (in grassetto) e secondarie delle molecole HLA-A2 e A24. 
Pannello a destra: Epitopi predetti e selezionati per questo studio, derivanti dalla proteina EBNA1. In grassetto 
sono evidenziate le ancore primarie presenti nella loro sequenza. 
 
La generazione delle colture CTL è stata realizzata partendo dai PBL (Peripheral Blood 
Leucocyte) che vengono purificati e stimolati per tre volte, a distanza di sette giorni con la 
linea T2-A2 o A24 pulsata con i diversi peptidi. Dopo la terza stimolazione si è testata la 
specificità della coltura tramite test di citotossicità utilizzando come target blasti autologhi 
pulsati e non con il peptide d’interesse.  
Oltre alle stimolazioni con i 4 potenziali epitopi derivanti da EBNA1, si sono effettuate 
stimolazioni per altri epitopi noti di EBV (controlli positivi). In particolare sono stati utilizzati gli 
epitopi CLGGLLTMV (LMP2), SVRDRLARL (EBNA3) e LLWTLVVLL (LMP2) che sono in 
grado di legare le molecole di HLA-A2, l’epitopo TYSAGIVQI (EBNA4) che lega le molecole 
di HLA-A24 e l’epitopo HPVGEADYFEY (EBNA1) che lega le molecole di HLA-B35. Queste 
ulteriori stimolazioni sono state effettuate per verificare se i soggetti utilizzati in questo studio 
avessero effettivamente risposte CTL specifiche contro le proteine virali di EBV, e nel caso 
dell’epitopo HPV, che vi fossero risposte anche contro la proteina EBNA1. 
Come mostrato in figura 1a, solamente 3 donatori non hanno mostrato alcuna risposta EBV 
specifica, mentre tutti gli altri hanno presentato almeno una risposta positiva per gli epitopi di 
controllo utilizzati. Per quanto riguarda invece i 4 epitopi potenziali derivanti da EBNA1, 
solamente uno, il decamero FLQ ha dato risposte specifiche in 3 diversi donatori sui 12 
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testati (fig 1b). Ciò dimostra come una stimolazione di tipo memoria sia in grado di 
amplificare CTL specifici per il suddetto epitopo e che questi 3 donatori testati già 
presentavano risposte CTL specifiche per il peptide FLQ, evidenziando quindi l’esistenza di 
questa sequenza immunogenica.  
Dalla coltura CTL originale del donatore C.S. sono state ottenute, tramite diluizione seriale, 
quattro colture clonali FLQ-specifiche che sono state poi utilizzate per eseguire i successivi 
esperimenti (fig. 1c). 
Poiché la maggioranza dei peptidi immunogenici riconosciuti dai linfociti T citotossici hanno 
una lunghezza che varia dagli 8 ai 10 amino acidi, si è voluto valutare se il decamero FLQ 
utilizzato rappresentasse già la sequenza minima richiesta per indurre la risposta CTL.  A tal 
fine si è eseguita la titolazione del decamero e dei due nonameri ottenuti eliminando 
alternativamente il primo e l’ultimo aminoacido. Come mostrato in figura 1d oltre al 
decamero FLQ..anche il nona mero LQT è in grado di indurre risposte CTL specifiche; inoltre 
concentrazioni inferiori di peptide LQT inducono risposte maggiori rispetto a quelle indotte 
dal decamero portando a definire LQT la minima sequenza immunogenica. 
 
 
Figura 1 a) Lista dei donatori AVIS EBV+ utilizzati in questo studio, sono riportate le relative positività per le 
molecole HLA-A2, A24 e B35. Le caselle grigie nella griglia evidenziano l’ottenimento della coltura CTL per il 
relativo epitopo, in fondo sono riportate le frequenze di risposta ottenute. Le singole colture sono state testate 
in test di citotossicità utilizzando blasti autologhi pulsati e non con il peptide esogeno (10-5M). b) Risultato del 
test di citotossicità dei tre donatori che hanno positivamente risposto alla stimolazione con l’epitopo predetto 
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FLQ. c) Specificità delle quattro popolazioni monoclonali ottenute tramite diluizioni limite dal donatore C.S. Le 
singole colture sono state testate in test di citotossicità utilizzando blasti autologhi pulsati e non con il peptide 
esogeno (10-5M). d)Titolazione dell’epitopo per identificare la minima sequenza immunogenica. La sequenza di 
10aa (FLQTHIFAEV: FLQ 10-mero) e le due possibili sequenze di 9aa (FLQTHIFAE: FLQ 9-mero e 
LQTHIFAEV: LQT 9-mero), sono state titolate in test di citotossicità utilizzando blasti autologhi come target e 
un rapporto effettore:target di 3:1. 
 
Si è poi verificata la capacità del nonamero LQT di stimolare la proliferazione di CTL specifici 
partendo dai PBL degli stessi donatori che precedentemente avevano dato risultati positivi 
tramite stimolazione con il decamero FLQ. Anche il nonamero ci ha permesso di ottenere 
CTL specifici  (dato non mostrato) confermando di fatto la sua effettiva immunogenicità; negli 
esperimenti di seguito descritti si utilizzerà quindi l’epitopo LQT. 
Successivamente si è valutata l’immunogenicità di questo nuovo epitopo nelle cellule 
EBNA1 positive e i sistemi cellulari responsabili della sua generazione. 
Il primo dato indagato è stata l’espressione dell’epitopo LQT nelle linee LCL che 
rappresentano il modello in vitro dell’infezione latente di tipo III di EBV, tutte le linee cellulari 
LCL esprimono endogenamente la proteina EBNA1. Sulla base di questa considerazione si 
è voluto valutare in che modo tali linee generassero e presentassero l’epitopo LQT. Tramite 
test di citotossicità si è quindi valutata la presentazione dell’epitopo in linee LCL HLA-A2+ 
pulsate o meno con il peptide sintetico e come si può vedere in figura 2a nessuno dei cloni 
utilizzati è in grado di riconoscere le linee HLA-A2+. Non vi sono infatti differenze tra le lisi 
delle linee A2 positive e quella della linea A2 negativa evidenziando come l’epitopo LQT non 
sia espresso nelle linee LCL. Quando però l’epitopo viene somministrato esogenamente è in 
grado di sensibilizzare le LCL nei confronti della lisi CTL mediata.  
A questo punto ci siamo domandati quale potesse essere la ragione della mancata 
presentazione dell’epitopo LQT da parte delle LCL. Questa indagine potrebbe avere 
interesanti risvolti applicativi, infatti l’identificazione del difetto di generazione/presentazione 
dell’epitopo potrebbe permettere interventi farmacologici volti alla modulazione della 
generazione e presentazione dell’epitopo LQT in pazienti affetti da tumori EBV+ . 
L’approccio utilizzato, presupponendo che la mancata presentazione fosse dovuta alla 
degradazione dell’epitopo, ha previsto l’utilizzo di inibitori dell’attività proteolitica delle due 
maggiori proteasi coinvolte nell’antigen processing, ovvero il proteasoma e la tripeptidil 
peptidasi II (TPPII).  Utilizzando due differenti inibitori per ciascuna delle proteasi 
(Epoxomicina e MG132 per il proteasoma, AAF-CMK e Butabindide per il TPPII) abbiamo 
parzialmente inibito la loro attività proteolitica (dato confermato tramite saggi enzimatici in 
vitro non mostrati) e conseguentemente valutato tramite saggio di citotossicità se si 
verificava la presentazione dell’epitopo LQT. Nonostante l’efficacia dei trattamenti fatti non si 
Risultati e discussione 
Studio Immunogenicità 
34 
 
è comunque ottenuto nessun aumento della presentazione dell’epitopo (fig.2b), escludendo 
perciò la degradazione da parte del proteasoma o del TPPII come causa della mancata 
presentazione. Ad ulteriore conferma dei dati di presentazione sin ora ottenuti abbiamo 
voluto valutare l’immunogenicità delle linee LCL trattate e non anche tramite saggio elispot, 
metodica più sensibile per la valutazione delle riposte CTL, soprattutto delle risposte nei 
confronti degli epitopi derivanti da EBNA1.  
Come mostrato in figura 2c, anche tramite elispot si sono ottenuti gli stessi dati 
precedentemente riscontrati tramite test di citotossicità, non vi sono infatti differenze di 
rilascio di IFN-γ da parte dei CTL LQT specifici quando vengono stimolati da LCL A2+ o LCL 
A2- (mismatched)  e nessun trattamento che inibisca il proteasoma o il TPPII è in grado di 
indurre la presentazione dell’epitopo. 
 
 
 
Figura 2 a) Riconoscimento di linee linflobastoidi (LCL) da parte dei CTL LQT specifici. La linea LCL autologa e 
due altre linee single match per le molecole di HLA-A2 sono state testate in test di citotossicità per valutarne il 
riconoscimento da parte delle quattro diverse colture clonali, il peptide esogeno è stato aggiunto come controllo 
positivo ed una linea LCL mismatch è stata usata come controllo negativo. b) Effetto degli inibitori del 
proteasoma e del TPPII sulla mancata generazione dell’epitopo LQT. Una linea LCL single match e una 
mismsatch sono state trattate over-night con diversi inibitori del proteasoma e del TPPII, l’avvenuta inibizione è 
stata valutata tramite saggio enzimatico d’attività (risultato non mostrato). L’effetto dei trattamenti sulla 
generazione dell’epitopo è stata poi valutata tramite test di citotossicità. c) Riconoscimento di linee linflobastoidi 
(LCL) da parte dei CTL LQT specifici ed effetto di inibitori del proteasoma e del TPPII testati tramite saggio 
Elispot utilizzando un rapporto effettore:target di 3:1. 
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A questo punto abbiamo voluto valutare la presentazione dell’epitopo LQT in un diverso 
modello d’infezione di EBV, il linfoma di Burkitt, in quanto è noto che il linfoma di Burkitt 
presenti caratteristiche dal punto di vista dell’antigen processing differenti rispetto al modello 
delle LCL. Abbiamo quindi utilizzato un pannello di linee che includesse sia Burkitt EBV+ che 
EBV-, ed inoltre un pannello di BJAB utilizzando la linea EBV-, la linea infettata dal ceppo di 
EBV B95.8 e la linea trasfettata con EBNA1.  Come mostrato in figura 3a, nessuno dei 
Burkitt EBNA1 positivi, la cui espressione è stata verificata tramite western blot, è stato in 
grado d’indurre una lisi LQT specifica. Solamente quando il peptide veniva somministrato 
esogenamente si è ottenuto un riconoscimento della cellula target a dimostrazione che la 
mancata lisi è dovuta all’assenza delle moleocle di HLA-A2 responsabili della presentazione 
dell’epitopo. 
Ciò che caratterizza la proteina EBNA1 è la presenza all’interno della sua struttura di un 
dominio caratterizzato da numerosi residui di glicina ed alanina ripetuti denominato GAr, è 
noto come questo dominio sia in grado d’inibire la degradazione proteasoma dipendente 
della proteina stessa e di conseguenza di limitare la generazione di epitopi per la classe I. È 
stato inoltre dimostrato come la rimozione di questo dominio permettesse la degradazione di 
EBNA1 proteasoma dipendente e la conseguente generazione epitopi presentati poi dalle 
molecole di classe I53. A tal proposito abbiamo voluto valutare se tale fenomeno si 
verificasse anche per l’epitopo da noi caratterizzato. 
Abbiamo quindi utilizzato una linea che esprimesse la proteina EBNA1 deleta del dominio 
GAr (E1ΔGA), che come dimostrato dal western blot in figura 3b, tramite un esperimento di 
inibizione della sintesi proteica con cicloesemide, risulta meno stabile della forma wild type. 
Questa linea è stata quindi utilizzata in test di citotossicità per valutare la presentazione 
dell’epitopo LQT, inoltre come controllo dell’avvenuto processamento è stata testata nei 
confronti di CTL HPV specifici in quanto è noto che l’epitopo HPV in assenza del GAr viene 
maggiormente presentato. 
Come mostrato in figura 3b, nonostante avvenga il processamento dell’antigene con la 
relativa presentazione dell’epitopo HPV, i CTL LQT specifici non sono comunque in grado di 
riconoscere la linea che esprime E1ΔGA (controllo positivo). Questo dato dimostra come nel 
caso dell’epitopo LQT il GAr non influenzi la sua generazione, in quanto anche in assenza di 
questo dominio l’epitopo non viene comunque generato e presentato. 
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Figura 3 a) Riconoscimento di linee di Burkitt linfoma da parte dei CTL LQT specifici. Un pannello di linfomi, sia 
EBV positivi che negativi, ed un pannello della linea cellulare BJAB, tra cui la line EBV negativa, infettata in 
vitro (BJAB B95.8), e stabilmente trasfettata per l’espressione di EBNA1 (BJAB E1), sono stati utilizzati per 
valutare la presentazione dell’epitopo LQT. Sono inoltre riportati i relativi western blot a conferma 
dell’espressione dell’antigene virale. b) Degradazione di EBNA1 e presentazione degli epitopi nel modello GAr-
deleto. La linea BJAB stabilmente trasfettata con un plasmide per l’espressione della proteina E1 deleta della 
porzione del GAr (BJAB E1ΔGA) è stata utilizzata in test di citotossicità per valutare la presentazione 
dell’epitopo LQT, la presentazione dell’epitopo HPV è stata utilizzata come controllo positivo.  La presenza 
dell’antigene GAr-deleto è stata valutata in western blot; si è inoltre confermata la maggiore sensibilità alla 
degradazione di questa proteina rispetto alla wild type trattando le cellule con cicloesemide (CHX). alle 
concentrazioni e tempi indicati 
 
Non avendo riscontrato nessun dato sperimentale che dimostrasse la presentazione 
dell’epitopo LQT tramite il processamento della proteina abbiamo voluto valutare la 
potenziale immunogenicitá dell’epitopo veicolandolo direttamente all’interno della cellula 
nella sua forma corretta per verificare la sua potenziale presentazione endogena. 
A tal proposito abbiamo sfruttato un sistema basato sull’utilizzo di una molecola chimerica 
chiamata trojan antigen (T.A.). Il T.A. è caratterizzato dalla presenza dell’epitopo CTL (LQT)  
e da un nonamero derivato dalla proteina Tat di HIV (RKKRRQRRR) che grazie alla sua 
natura basica è in grado di attraversare in maniera passiva la membrana cellulare e 
raggiungere il reticolo endoplasmatico; tra le due sequenze è presente un linker di quattro 
aminoacidi, sensibile (RVKR) o resistente (VRVV) al riconoscimento e alla lisi da parte di un 
enzima presente nel reticolo endoplasmatico detto furina che determina il rilascio della 
sequenza corretta dell’epitopo che a questo punto può legarsi alle molecole di HLA-A2 e 
generare quindi il complesso MHC-I/peptide.  
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L’associazione dell’epitopo al trojan antigen si è dimostrata in grado di indurre la liberazione 
dell’epitopo CTL direttamente nel reticolo endoplasmatico. Utilizzando infatti il costrutto T.A. 
LQT con il linker furina-sensibile a seguito di una incubazione overnight in linee LCL e la 
linea BJAB poi utilizzate come target in test di citotossicità, si è ottenuto il riconoscimento e 
la sensibilizzazione alla lisi da parte dei CTL LQT specifici (figura 4a). Quando invece è stato 
utilizzato il costrutto contenente il linker furina-resistente non vi è stata alcuna presentazione 
a dimostrazione che il riconoscimento precedentemente ottenuto fosse interamente dovuto 
all’azione della furina che è appunto in grado di liberare la forma corretta dell’epitopo 
dall’intero complesso. Per assicurarsi inoltre che il riconoscimento ottenuto fosse 
determinato dal solo epitopo liberato nel reticolo endoplasmatico e successivamente 
presentato in superficie, piuttosto che dal legame aspecifico del costrutto direttamente alle 
molecole di HLA-A2, si è ridotto il tempo d’incubazione a 45 minuti. Un tempo così limitato 
non è sufficiente per ottenere la liberazione e la successiva presentazione dell’epitopo ma 
permetterebbe l’eventuale legame diretto alle molecole di HLA-A2, come avviene per 
l’epitopo LQT non incluso nel costrutto. Il risultato del test dimostra che in seguito ai 45 
minuti di trattamento in presenza del costrutto T.A. LQT non si ottiene alcuna 
sensibilizzazione delle linee LCL alla lisi LQT specifica, evidenziando come il complesso non 
sia quindi in grado di legarsi direttamente alle molecole di HLA-A2 (figura 4b). 
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Figura 4 a) Utilizzo del Trojan antigen per veicolare l’epitopo nella cellula. Utilizzando una sequenza 
aminoacidica, in grado di veicolare e rilasciare all’interno della cellula l’epitopo ad essa legato, abbiamo 
valutato tramite test di citotossicità se l’epitopo LQT potesse almeno potenzialmente venire presentato quando 
fosse correttamente generato. La struttura del trojan antigen prevede al suo interno un linker di 4 aa sensibile 
all’azione di un enzima noto come Furin, che ha in questo caso il compito di tagliare l’epitopo dalla sequenza 
del trojan antigen. Al fine di controllare il sistema si sono utilizzati due diverse sequenze del trojan antigen, una 
contenente un linker Furin sensibile ed una Furin resistente che non permettesse quindi il taglio dell’epitopo. b) 
Il riconoscimento non è dovuto al legame diretto alle molecole di HLA-A2. Come ulteriore conferma che il 
riconoscimento fosse dovuto dal complesso internalizzato e poi processato si è verificato che l’intero 
complesso non fosse in grado di indurre alcun riconoscimento semplicemente legandosi esternamente alle 
molecole di HLA-A2. A tal proposito le cellule sono state incubate con il trojan antigen solo per 90’, tempo 
sufficiente affinchè l’epitopo LQT 9-mero si possa legare dall’esterno.   
 
Nel complesso questi dati dimostrano quindi la potenziale immunogenicità dell’epitopo LQT, 
il quale quando correttamente generato è in grado di legarsi alle molecole di HLA-A2 e  di 
venire presentato sulla superficie cellulare inducendo il riconoscimento da parte dei CTL 
LQT-specifici. 
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Una delle principali funzioni del sistema immunitario è l’immunosorveglianza, ovvero la 
capacità di riconoscere e distruggere cellule infettate da virus o cellule tumorali. Il sistema 
immunitario è in grado di controllare e proteggere l’organismo da agenti estranei, uccidendo 
le cellule che esprimono sulla membrana citoplasmatica peptidi, derivanti dalla 
processazione dell’antigene tumorale, in associazione a molecole di MHC di classe I.  
Con l’evoluzione però i virus, hanno sviluppato molteplici meccanismi di immunoevasione, 
per eludere questi meccanismi di difesa, così da permettere il loro ingresso e la loro 
permanenza nelle cellule.   
Comprendere i meccanismi che sono alla base dell’escape virale è fondamentale per 
individuare nuove strategie e nuovi approcci terapeutici mirati ad aumentare 
l’immunogenicità di cellule infettate e neoplastiche al fine d’ottenere l’eliminazione 
dell’infezione o del tumore. In questo contesto si inserisce la nostra ricerca, che si è 
concentrata sullo studio del virus di Epstein-Barr (EBV) presente in circa il 90% della 
popolazione umana adulta mostrando uno spiccato tropismo per i linfociti B e rimanendo 
nell’ospite anche per tutta la vita in uno stato di latenza.  
Il virus di Epstein-Barr è di particolare interesse in quanto è stato tra i primi virus ad essere 
identificati come causa di tumori umani. All’interno dell’ospite EBV è in grado di produrre 
diverse proteine virali, tra le quali la proteina nucleare EBNA1 che risulta l’unico antigene 
della latenza sempre espresso in tutti i diversi programmi e in tutti i tumori EBV-positivi. 
Questa caratteristica rende EBNA1 un target ottimale per immunoterapie mirate al controllo 
e all’eliminazione dei tumori associati ad EBV. Di notevole importanza  risultano a tale scopo 
i meccanismi che sono alla base della generazione dei suoi epitopi considerando che la 
proteina EBNA1 ha come caratteristica peculiare la presenza nella sua sequenza di un 
dominio di motivi glicina-alanina ripetuti (Gly-Ala repeat o GAr) che inibisce la degradazione 
da parte del proteasoma. 
In questo lavoro abbiamo cercato di individuare nuovi epitopi di EBNA1, al fine di ampliare il 
pool di target verso cui indirizzare nuovi approcci terapeutici. Ci si è concentrati in modo 
particolare su due sequenze peptidiche di EBNA1 che legano le molecole di HLA-A2, 
FLQTHIFAEV e SIVCYFMVFL, e due che legano le molecole di HLA-A24, VYGGSKTSL e 
LYNLRRGTAL. Inizialmente si è cercato di dimostrare l’esistenza di questi epitopi predetti e 
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partendo da ciò ci si è poi rivolti a valutarne l’immunogenicità e la generazione. Nel corso 
degli esperimenti condotti sulle quattro sequenze però solamente una ha dato risultati 
positivi, la sequenza FLQ. Le indagini successive sono state per questo poi maggiormente 
indirizzate allo studio di tale epitopo. Si è inizialmente verificata la sequenza minima 
immunogenica per definire l’epitopo e si è visto come il vero epitopo fosse in realtà il 
nonamero LQTHIFAEV. A questo punto si è valutata l’espressione endogena nella linea 
cellulare LCL e tale linea è risultata insensibile alla lisi CTL mediata evidenziando come tale 
epitopo non venga espresso. Solo quando la somministrazione del suddetto epitopo avviene 
dall’esterno può sensibilizzare le linee LCL ed indurre lisi CTL specifica. Gli stessi dati sono 
stati poi ulteriormente confermati tramite saggio elispot, che risulta essere una metodica piú 
sensibile per detectare le risposte CD8. 
L’espressione endogena dell’epitopo è stata poi valutata anche nel modello del linfoma di 
Burkitt, che pur essendo sempre un modello d’infezione di EBV presenta caratteristiche a 
livello dell’antigen proccessing differenti rispetto alle LCL. Anche utilizzando linee di Burkitt 
EBV+ non si è comunque ottenuto nessun riconoscimento mediato dai CTL LQT, indice del 
fatto che anche in queste cellule l’epitopo non viene presentato. 
Caratteristica peculiare della proteina EBNA1 è la presenza al suo interno di un dominio 
ricco di Glicine e Alanine detto GAr (Gly-Ala repeat) che come noto ne previene la 
degradazione proteasoma dipendente.  La rimozione di tale dominio permette la 
degradazione della proteina via proteasoma e di conseguenza la generazione degli epitopi 
CD8. Abbiamo quindi valutato se utilizzando questa forma della proteina fosse possibile 
ottenere la presentazione dell’epitopo LQT, ma nonostante la rimozione del dominio non si è 
ottenuta la sensibilizzazione alla lisi CTL LQT mediata, cosa invece che si è verificata per un 
altro epitopo noto di EBNA1. 
Un esperimento chiave ha poi dimostrato che, se veicolato all’interno della cellula, l’epitopo 
lega correttamente le molecole di HLA per poi venir espresso sulla superficie cellulare 
sensibilizzando le cellule alla lisi CTL mediata. Questo ci dimostra come l’espressione 
dell’epitopo nei Burkitt o nelle linee LCL non sia limitata dai meccanismi di presentazione ma 
sia molto probabilmente causata da un errato processamento della proteina che non 
permette la corretta formazione dell’epitopo LQT.  
La nostra ricerca in conclusione ci ha permesso di individuare un nuovo epitopo di EBNA1, 
l’epitopo LQT, che non è espresso dalle linee LCL. Le informazioni raccolte su di esso ci 
permettono di affermare che la sua sequenza aminoacidica gli permette di competere con 
altri epitopi non limitandone il legame alle molecole di HLA-A2. La sua mancata espressione 
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nelle linee LCL non è dunque causata dalla sua bassa affinità per le molecole di HLA ma 
probabilmente da un errato processamento della proteina. Questi risultati rappresentano 
quindi un nuovo punto di partenza per l’indagine dei meccanismi di processazione della 
proteina EBNA1 che dovranno essere modulati al fine di favorire l’espressione dell’epitopo 
LQT. La caratterizzazione di ulteriori epitopi di EBNA1 è dunque indispensabile per 
l’ampliamento del pool di target per il disegno di efficaci e nuove strategie vaccinali nella 
lotta ai tumori EBV-associati. Allo stesso modo risulta importante la comprensione dei 
meccanismi alla base della loro generazione e presentazione per poterne modulare 
l’espressione da parte delle cellule bersaglio così da renderle maggiormente sensibili alla lisi 
CTL mediata. Nel complesso i dati futuri potrebbero aprire la strada a nuove strategie di 
immunoterapia mirate al potenziamento della presentazione dell’epitopo nelle cellule 
infettate al fine di aumentare l’immunogenicità dei tumori associati ad EBV, favorendo 
l’azione di immunosorveglianza del sistema immunitario.
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Il virus di EBV è da sempre considerato un virus con potenzialità oncogene, ed è spesso 
associato alla patogenesi di numerosi tumori, in particolare linfomi e carcinomi.  Le più note 
patologie associate al virus di EBV sono il linfoma di Burkitt, il carcinoma nasofaringeo ed il 
linfoma di Hodgkin. Nell’ambito di queste patologie sono numerosi i casi di pazienti positivi a 
tale virus. Nonostante queste evidenze bisogna però considerare come il virus di EBV sia 
ampiamente diffuso a livello della popolazione mondiale, circa il 90% infatti ne risulta infetto, 
e nella maggior parte dei casi l’infezione risulta asintomatica 50 48 49. 
È quindi altamente controversa la questione sull’effettiva tumorigenicità del virus di EBV 
vista la limitata frequenza delle patologie rispetto al numero degli individui infetti; non è infatti 
stato ancora completamente chiarito se il virus abbia un ruolo attivo nello sviluppo del 
tumore o se sia semplicemente un ospite della cellula che non interferisce con la sua 
trasformazione in cellula tumorale. In pazienti immunosoppressi è stato dimostrato che  il 
virus favorisce lo sviluppo di linfomi immunoblastici ma per altre patologie, come ad esempio 
il linfoma di Burkitt, ancora non è chiaro quale sia l’effettivo contributo del virus. 
L'instabilità genomica, ossia la rottura della doppia elica del DNA con possibili conseguenti 
riarrangiamenti anomali, è una caratteristica che contraddistingue diversi tumori umani ed è 
uno dei fenomeni che maggiormente contribuisce allo sviluppo del tumore 55. Per quanto 
l'origine di questo fenomeno sia stata ben stabilita per molti di essi, i processi e i geni 
coinvolti in questo fenomeno nel caso di tumori che non sono di tipo ereditario ma sporadico 
restano ancora ampiamente ignoti. 
Nelle patologie EBV-associate è stata ripetutamente dimostrata la ricorrenza di questo 
fenomeno seppur non sia ancora chiaro quale contributo possa avere sul fenotipo tumorale. 
In particolare, proprio nelle linee di linfoma di Burkitt si è osservato come la presenza del 
virus fosse associata ad una maggior frequenza di fenomeni relativi all’instabilità genomica56 
In questo contesto si è quindi sviluppato il nostro studio, utilizzando un pannello di linee di 
Burkitt linfoma abbiamo indagato quale potesse essere la relazione tra la presenza del virus 
e la maggior frequenza di tali fenomeni.  
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Partendo da una precedente osservazione che riportava come le linee di Burkitt linfoma 
EBV+ presentassero un diverso fenotipo dal punto di vista dell’instabilità genomica56 si è 
voluto indagare attraverso quali meccanismi il virus di Epstein-Barr potesse indurre questo 
effetto. In particolare si era precedentemente osservato come in presenza di EBV fossero 
più frequenti i fenomeni di anomalie cromosomiche tra cui la frammentazione cromosomica, i 
cromosomi dicentrici e rotture cromatidiche. Oltre a questi fenomeni si era osservato anche 
un aumento dello stato di fosforilazione dell’istone H2AX che a seguito della presenza di 
danni al DNA risulta attivato tramite fosforilazione (pH2AX)57. Osservando questi fenomeni 
nei tre diversi tipi di latenza si è visto come, seppur con frequenze diverse, fossero presenti 
in tutti i programmi. Essendo EBNA1 l’unica proteina espressa nelle tre diverse latenze, ed 
anche l’unica espressa nel programma di tipo I questo ci ha portato a supporre che la sola 
proteina EBNA1 potesse essere in grado di indurre parte del fenotipo osservato, e che 
l’aumento del fenomeno negli altri due programmi fosse probabilmente dovuto ad una 
seconda proteina virale. 
Inizialmente abbiamo valutato se effettivamente la sola proteina EBNA1 fosse in grado di 
indurre lo stesso fenotipo precedentemente osservato nei linfomi di Burkitt EBV+ 
caratterizzati dal programma di latenza I. Si è proceduto quindi all’analisi e alla 
quantificazione delle anomalie cromosomiche in piastre metafasiche utilizzando i pannelli 
cellulari delle BJAB e delle DG75 confrontando le linea parentale EBV- con le rispettive linee 
stabilmente trasfettate per l’espressione di EBNA1. La sola presenza della proteina EBNA1 
ha indotto nelle cellule un aumento delle anomalie cromosomiche (figura 1a) confermando 
quindi quanto precedentemente osservato nelle linee di Burkitt EBV+. Inoltre anche 
l’attivazione di H2AX e ATM (figura 1b), risulta aumentata in presenza della sola proteina 
virale testimoniando come sia aumentato il grado di danneggiamento del DNA. Ulteriore 
conferma dello stato di frammentazione del DNA è stato poi ottenuto tramite “comet assay”58 
(figura 1c), in assenza di trattamenti le cellule BJAB E1 presentano una coda della cometa 
più lunga rispetto alla linea parentale EBNA1 negativa. Sfruttando poi il sistema inducibile 
tet-off che ci permette di modulare l’espressione della proteina EBNA1 tramite l’utilizzo della 
tetraciclina, abbiamo verificato sempre tramite comet assay come il grado di danno al DNA 
fosse direttamente proporzionale all’espressione della proteina anche in termini quantitativi. 
Rimuovendo o aggiungendo la tetraciclina nel terreno di coltura abbiamo rispettivamente 
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indotto o inibito la sintesi della proteina EBNA1, a diversi intervalli di tempo si è poi eseguito 
il comet assay per valutare il grado di frammentazione del DNA in funzione dell’espressione 
di EBNA1. Come mostrato in figura 1d, la lunghezza della coda della cometa aumenta 
all’aumentare dell’espressione della proteina virale e diminuisce quando la sua sintesi viene 
inibita, l’espressione della proteina è stata verificata in parallelo tramite western blot. 
 
 
 
Figura 1 a) Analisi cromosomi in metafase. Nelle linee cellulari BJAB, DG75 e le loro relative varianti 
esprimenti stabilmente la proteina EBNA1, è stata analizzata la struttura dei cromosomi  in metafase. Cento 
diverse metafasi di ogni linea cellulare sono state osservate per valutare la presenza di cromosomi dicentrici, 
frammenti, rotture o micro associazioni che sono poi state considerate come anormalità cromosomiche. La 
presenza di EBNA1 e stata valutata tramite western blot utilizzando l’espressione dell’actina come controllo.b) 
L’espressione di EBNA1 e associata con l’attivazione di DDR. L’attivazione dei marker di DDR (DNA Damage 
Response), pATM (in rosso) e pH2AX (in verde) e stata valutata tramite immunostaining confrontando il loro 
stato d’attivazione nel pannello della linea BJAB. Cellule trattate con Etoposide (2mg/ml) sono state usate 
come controllo positivo. c) EBNA1 induce rottura della doppia elica. Tramite comet assay si è valutato il grado 
di frammentazione dei comosomi, e riportato un esperimento rappresentativo, la media e la deviazione 
standard della lunghezza delle comete e riportato per ogni condizione. Cellule trattate con Etoposide (1mg) 
sono state usate come controllo positivo. d) I danni al DNA sono proporzionali alla presenza di EBNA1. 
Utilizzando il sistema tet-off si è indotta o repressa la sintesi della proteina EBNA1, e si è valutato tramite comet 
assay il grado di frammentazione dei cromosomi. I valori sono espressi come percentuale relativa 
considerando come 0% la linea cellulare in cui l’espressione è repressa e come 100% la stessa linea quando 
l’espressione è costantemente indotta. La presenza della proteina è stata poi confermata in western blot 
utilizzando l’espressione dell’actina come controllo. 
 
A questo punto risulta evidente il coinvolgimento della proteina EBNA1 nei fenomeni di 
instabilità genomica e danni al DNA che caratterizzano i linfomi di Burkitt EBV+. Resta quindi 
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da capire quali siano i meccanismi molecolari alla base di questo fenotipo.  Come noto, nei 
tumori, gli eventi che possono portare a causare danni al DNA sono fondamentalmente lo 
stress replicativo dovuto all’attivazione di oncogeni quali myc e ras oppure diversi fenomeni 
endogeni o esogeni che portano ad una aumentata produzione di ROS. Considerando che 
EBNA1 non è in grado di agire come un oncogene e non induce sintesi del DNA, abbiamo 
ipotizzato che i ROS fossero coinvolti nel danneggiamento del DNA. 
Per valutare quindi i livelli endogeni di ROS, diverse linee di linfoma di Burkitt sono state 
analizzate tramite DC-FDA (diclorodiidrofluoresceina diacetato) staining ed analizzate al 
citofluorimetro (FACS). Questo composto è in grado di entrare nelle cellule diffondendo 
attraverso la membrana cellulare, una volta all’interno della cellula può venir ossidato dai 
ROS diventando così fluorescente e misurabile tramite citofluorimetria,, maggiore è lo stato 
ossidativo nella cellula e maggiore sarà il segnale rilevato. Tutte le linee testate hanno 
mostrato come in presenza di EBNA1, sia in cellule EBV+ che in cellule trasfettate con 
EBNA1, vi fosse uno stress ossidativo maggiore (figura 2a). Si è poi quindi voluto indagare 
se l’aumentato livello di danni al DNA fosse correlato con l’aumento dei livelli endogeni dei 
ROS. A tal fine la linea BJAB E1 è stata trattata con due diversi agenti antiossidanti, ebselen 
e acido citrico, ed una volta verificato l’effetto del trattamento sui livelli dei ROS che sono 
quindi risultati inferiori si è analizzato il grado di attivazione dell’istone pH2AX come 
parametro per quantificare il grado di danno al DNA. Come mostrato in figura 2b è risultato 
evidente come il trattamento con antiossidanti, avendo abbassato i livelli endogeni dei ROS, 
ha portato ad una diminuzione del livello di danni al DNA che si riflette in una minor 
attivazione di pH2AX. Ulteriore conferma di questa correlazione si è avuta trattando le 
stesse cellule con gli antiossidanti per un periodo più esteso, tre e sette giorni, e andando a 
verificare il numero di anomalie cromosomiche che è risultato essere diminuito nel tempo 
(figura 2c). 
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Figura 2 a) L’espressione di EBNA1 è associata all’aumento di ROS. I livelli endogeni di ROS sono stati 
valutati tramite DCFDA, un composto in grado di diffondere attraverso le membrane che diventa fluorescente 
una volta ossidato dai ROS. Linee cellulari EBNA1 negative, stabilmente trasfettate con EBNA1, o linee 
cellulari EBV positive sono state utilizzate per valutare l’effetto dell’espressione di EBNA1 sulla produzione di 
ROS. Nella figura sono riportati FACS plots rappresentativi per ogni linea, la MFI media (mean fluorescence 
intesity) è riportata all’interno del plot. b) Effetto degli antiossidanti sull’attivazione dei DDR. Il trattamento con 
antiossidanti (0.35mM ebselen o 1mM acido citrico) comporta una diminuzione dei livelli cellulari di ROS, che si 
riflette in una diminuzione del livello d’attivazione di pH2AX. c) Effetto degli antiossidanti sulla presenza di 
anormalità cromosomiche. Il trattamento della linea BJAB E1 con due differenti antiossidanti diminuisce nel 
tempo la presenza delle anormalità cromosomiche dovute alla presenza di EBNA1, dopo 7 giorni di trattamento 
i livelli sono comparabili a quelli riscontrati nella linea EBNA1 negativa. 
 
 
Nel complesso questi dati ci suggeriscono come i ROS siano direttamente implicati nel 
causare le anomalie cromosomiche e i danni al DNA precedentemente evidenziati nelle linee 
tumorali che esprimono EBNA1, e che il fenotipo risulta reversibile utilizzando agenti 
antiossidanti. 
Avendo individuato che i ROS sono la causa dell’instabilità genomica, ci si è chiesti il 
meccanismo molecolare che la proteina EBNA1 utilizza per causare il loro aumento. 
L’aumento dei livelli dei ROS può fondamentalmente essere causato da una alterazione del 
loro metabolismo, ovvero un aumento della loro produzione oppure una diminuzione della 
loro degradazione. Poiché nel mantenimento dei livelli dei ROS sono implicati diversi enzimi 
e diverse molecole ad azione antiossidante, è stato consultato un database pubblico del 
NCBI, che riporta i risultati di un ampio studio di microarray condotto su numerose linee di 
tumori e linfomi correlati ad EBV. Tra tutte queste linee ci siamo focalizzati solamente sui 
linfomi di Burkitt EBV+ ed EBV-,. Di tutti i geni presenti nel database abbiamo considerato 
solamente quelli relativi al metabolismo dei ROS,  questi geni sono poi stati analizzati per 
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trovare eventuali differenze di espressione quando si confrontano i Burkitt EBV+ e quelli 
EBV-. Di tutti i circa 120 geni considerati, 4 hanno mostrato una interessante alterazione 
dovuta alla presenza di EBV, nello specifico ACOX1, GPX1 e NOX2 sono risultati 
significativamente up-regolati mentre LOXL2 è risultato significativamente down-regolato 
(figura 3a). 
L’espressione del mRNA di questi geni è stata quindi valutata tramite RT-PCR nel pannello 
cellulare di Ramos e BJAB (figura 3b), valutando sia le linee infettate che quelle stabilmente 
trasfettate con EBNA1. Dei 4 geni testati uno ha presentato una evidente up-regolazione del 
trascritto in presenza di EBV o della sola proteina EBNA1, questo gene è quello che codifica 
per la proteina NOX2. Questa proteina, nota anche con il nome di gp91phox, è la subunità 
catalitica del complesso enzimatico NADPH ossidasi. Per valutare se l’aumentata 
trascrizione portasse poi ad un aumento dei livelli proteici abbiamo testato in western blot 
l’espressione della proteina sulle stesse linee ed effettivamente in presenza di EBV o di 
EBNA1 i livelli di NOX2 risultano maggiori rispetto alle linee cellulari che non esprimono 
EBNA1. 
Per confermare ulteriormente il ruolo della proteina EBNA1 nell’up-regolazione del NOX2 
abbiamo utilizzato il sistema tet-off. Utilizzando cellule che sono state costantemente 
coltivate in presenza di tetraciclina, che quindi non esprimevano la proteina EBNA1, se ne è 
indotta l’espressione rimuovendo la tetraciclina dal terreno di coltura. Come è stato 
chiaramente dimostrato tramite western blot il graduale aumento dell’espressione di EBNA1 
è accompagnato dall’up-regolazione del NOX2, a dimostrazione del fatto che in qualche 
modo la proteina EBNA1 è in grado d’indurre l’aumento dei livelli proteici del NOX2. 
In seguito abbiamo voluto capire tramite quale meccanismo EBNA1 inducesse  l’up-
regolazione del NOX2. Un aumento dei livelli proteici può essere fondamentalmente causato 
da due fenomeni, un’aumentata sintesi dovuta all’aumento della trascrizione del gene 
oppure un diminuita degradazione della proteina NOX2. Considerando che anche i livelli di 
mRNA per NOX2 sono risultati up-regolati nelle linee EBNA1 positive, è stato ipotizzato che 
l’effetto di EBNA1 avvenisse a livello trascrizionale. Per dimostrare ciò si è utilizzato il saggio 
della luciferasi, il promotore del NOX2 è stato clonato a monte del gene della luciferasi e 
questo plasmide è stato poi cotrasfettato con quantità crescenti di un plasmide codificante 
per EBNA1. Dopo 48h dalla trasfezione si è eseguito il saggio della luciferasi, come mostrato 
in figura 3d l’espressione dell’antigene virale induce una aumentata trascrizione del gene 
della luciferasi valutata tramite un aumento della attività dell’enzima. L’espressione della 
proteina EBNA1 è stata poi valutata in western blot. 
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Figura 3 a) Analisi di tutte le proteine correlate con il metabolismo dei ROS tramite un NCBI microarray 
database, si sono valutate le differenze all’interno confrontando linfomi di Burkitt EBV- e EBV+. Di 120 diversi 
geni, 4 sono risultati significativamente di sregolati, nello specifico ACOX1, GPX1 e NOX2 sono risultati up-
regolati mentre LOXL1 è risultato down-regolato.  b) Analisi delle proteine relative al metabolismo dei ROS. 
Inizialmente si è verificata la trascrizione tramite RT-PCR, una volta identificata l’up-regolazione della 
trascrizione del NOX2 se ne è verificata l’espressione tramite western blot. L’analisi è stata eseguita sul 
pannello delle Ramos e delle BJAB. c) Aumento della espressione del NOX2 nel modello E1 tet-off. A seguito 
della rimozione della tetraciclina dal terreno di coltura viene indotta l’espressione della proteina E1, e come 
conseguenza si verifica un aumento dell’espressione del NOX2. d) Saggio della luciferasi per valutare l’effetto 
di E1 sulla trascrizione del NOX2. Quantità crescenti di un plasmide codificante per E1 sono state cotrasfettate 
con il plasmide della luciferasi contenente il promotore del NOX2, l’aumentata espressione della proteina E1 
induce un aumentata trascrizione della luciferasi e quindi della sua attività enzimatica.  
 
 
Per dimostrare il diretto coinvolgimento del NOX2 nella generazione dei ROS che 
caratterizza le linee EBNA1 positive sono stati utilizzati due diversi inibitori del complesso 
NADPH ossidasi, l’apocynin (Apo) e il diphenyleneiodonium (DPI). Trattando le linee BJAB 
E1 e BJAB tTA E1 –Tet per 18h si è poi andati a valutare i livelli endogeni di ROS. Come 
mostrato in figura 4a risulta evidente come tramite l’inibizione del complesso del NADPH 
ossidasi si ottenga un significativo abbassamento dei livelli di ROS. In particolare l’utilizzo 
del DPI determina un livello di ROS paragonabile a quello della linea cellulare EBNA1 
Risultati e discussione 
Studio Carcinogenicità 
49 
 
negativa dimostrando chiaramente come l’aumentata produzione dei ROS nelle linee 
EBNA1 positive sia completamente dovuta all’attività del complesso del NADPH ossidasi. 
Effetto secondario dell’inibizione del complesso del NADPH ossidasi è la diminuita 
fosforilazione dell’istone H2AX (figura 4b), indice del fatto che anche i danni al DNA risultano 
diminuiti, ulteriore conferma di questo fenomeno è stata ottenuta tramite comet assay, i 
trattamenti con gli inibitori riducono infatti la lunghezza della coda della cometa che è 
proporzionale al grado di frammentazione del DNA dovuto alle rotture della doppia elica di 
DNA. 
 
 
Figura 4 a)  Effetto degli inibitori del NOX2 sui livelli di ROS. Il trattamento delle linee E1 positive, che 
presentano una aumentata espressione di NOX2, con inibitori della attività catalitica, quali apocynin 100mM o 
diphenyleneiodonium 40mM per 18h,  induce una abbassamento dei livelli di ROS. b) Effetto degli inibitori del 
NOX2 sullo stato di DNA damage. L’inibizione dell’attività del NOX2 diminuisce il grado di DNA damage della 
cellula, risulta infatti una minore attivazione di pH2AX. c) Effetto degli inibitori del NOX2 sul grado di 
frammentazione del DNA. Gli stessi trattamenti portano inoltre alla diminuzione del grado di rottura del DNA, 
valutato tramite comet assay, la lunghezza della coda della cometa risulta infatti diminuita quando le cellule 
vengono trattate con questi inibitori.  
 
 
Per confermare ulteriormente il ruolo della subunità catalitica NOX2 si è deciso di inibirne la 
sintesi tramite RNA interference, tramite infezione lentivirale si è quindi ottenuto il knock-
down della proteina. Come mostrato in figura 5a, utilizzando due differenti sequenze 
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antisenso si è ottenuta 48h dopo l’infezione una down-regolazione pari al circa 50%. A 
seguito della down-regolazione della subunità, si verifica un abbassamento dei livelli di ROS 
(figura 5b) ed una conseguente minor attivazione dell’istone H2AX (figura 5c) ad indicare un 
minor stato di danneggiamento del DNA. 
 
 
Figura 5 a) Down-regolazione del NOX2 tramite lentivirus. Espressione della proteina NOX2 nella linea BJAB 
E1 a seguito dell’infezione. b) Livelli relativi di ROS valutati tramite analisi al FACS. LA downregolazione 
dell’espressione proteica determina una diminuizione dei livelli di ROS. c) Livelli di DNA damage a seguito 
della downregolazione del NOX2. Tramite staining per pH2AX si è valutato il grado di DNA damage cellulare e 
si è visto come l’inibizione dell’espressione del NOX2 porta ad una diminuzione del fenomeno.  
 
 
L’inibizione dell’attività enzimatica del NOX2 in pratica permette di ottenere gli stessi effetti 
che si hanno utilizzando gli antiossidanti, nel complesso quindi possiamo affermare che 
l’aumento dei livelli di ROS nelle linee EBNA1 positive è completamente dovuto 
all’aumentata attività del complesso del NADPH ossidasi, e che l’inibizione del complesso 
abbassa i livelli dei ROS diminuendo anche gli effetti dannosi che questi hanno a livello del 
DNA. Inoltre è risultato evidente come l’up-regolazione della subunità catalitica NOX2 sia 
dovuta ad un effetto trascrizionale della proteina EBNA1.  
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Il linfoma di Burkitt fu identificato e descritto per la prima volta nel 1958 e alcuni anni dopo 
venne scoperta una stretta correlazione tra questa patologia ed il virus di EBV, ed ancora 
oggi a poco più di 50 anni da queste scoperte il rapporto tra il virus e la patologia non è 
ancora stato chiarito completamente49. Caratteristica fondamentale che identifica il linfoma di 
Burkitt è la presenza della traslocazione dell’oncogene c-myc sotto il controllo del promotore 
delle immunoglubuline, al contrario la presenza del virus nelle cellule di linfoma è solamente 
un evento altamente ricorrente ma non necessario per l’insorgenza della patologia, 
dimostrato dal fatto che vi sono linfomi di Burkitt EBV negativi. Inoltre il tipo di latenza 
instaurata dal virus , in questa patologia prevede l’espressione della sola proteina EBNA1, di 
conseguenza nessuna delle proteine virali in grado d’indurre proliferazione cellulare, quali 
EBNA2 e LMP1, viene espressa. 
Nonostante queste considerazioni si è sempre creduto che il virus di EBV potesse avere un 
ruolo nella trasformazione cellulare. 
In questo studio si è affrontata la questione dell’oncogenicità del virus di Epstein-Barr 
indagando possibili meccanismi che inducono il fenomeno della instabilità genomica nelle 
linee di linfoma di Burkitt. Tale fenomeno, in generale, risulta essere di fondamentale 
importanza nel contribuire alla selezione clonale delle cellule maligne, permettendo quindi al 
tumore di crescere e metastatizzare in altri distretti anatomici. 
Era già noto come alcune proteine virali fossero in grado di causare instabilità genomica 
interferendo con i meccanismi di riparazione del DNA o checkpoint del ciclo cellulare, non 
era però chiaro l’esistenza di questo fenomeno anche nei programmi di latenza che non 
esprimessero le suddette proteine, tra cui appunto il linfoma di Burkitt che come noto, 
essendo caratterizzato dal programma di latenza di tipo I, esprime la sola proteina EBNA1.  
In questo studio si è dimostrato come la sua sola espressione sia sufficiente ad indurre una 
cascata di eventi che può portare alla formazione di aberrazioni cromosomiche e danni al 
DNA.Pur non agendo come un vero e proprio oncogene, può sinergizzare con altri oncogeni 
favorendo la trasformazione della cellula. 
Come dimostrato dai nostri dati la maggiore frequenza dei fenomeni di instabilità genomica 
nelle linee di Burkitt EBV+ è strettamente correlata all’aumento dei livelli endogeni dei ROS 
che sono stati riscontrati in queste linee. Il fenomeno è inoltre risultato reversibile tramite 
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l’utilizzo di antiossidanti che eliminando i ROS determinano la scomparsa degli eventi di 
instabilità genomica. 
Il meccanismo tramite cui EBNA1 è in grado di indurre un aumentato livello di ROS 
all’interno della cellula si basa sull’up-regolazione della subunità catalitica dell’enzina 
NADPH ossidasi anche nota con il nome di NOX2. Si è visto come l’up-regolazione avvenga 
a livello trascrizionale, la presenza di EBNA1 è infatti in grado di indurre l’attivazione del 
promotore del NOX2. 
Oltre che nell’indurre uno stress di tipo ossidativo, i ROS sono anche coinvolti come secondi 
messageri in numerosi controllando quindi eventi cellulari quali la crescita, il 
differenziamento, l’apoptosi ed il ciclo cellulare.  
È noto come i livelli di stress ossidativo siano importanti durante l’infezione di EBV, ed in 
particolare si è visto come la generazione in vitro di linee linfoblastoidi sia favorita in 
condizione di stress ossidativo mentre risulti inibita a seguito dell’utilizzo di anti-ossidanti. 
Questo suggerisce quindi che la capacità di EBV d’aumentare i livelli di stress ossidativo 
possa essere un meccanismo chiave nel processo d’infezione virale mirato al favorire la 
stabilizzazione del genoma virale nella cellula ospite. 
Il fenomeno dell’instabilità genomica in questo contesto risulterebbe quindi un effetto 
collaterale del meccanismo utilizzato dal virus per infettare le cellule B. Le potenziali  
dannose conseguenze sarebbero tenute sotto stretto controllo in individui sani tramite 
specifiche risposte immunitarie che limiterebbero il propagarsi delle cellule infettate. 
Solamente quando questo controllo, a causa di immunosoppressioni, non sia in grado di 
limitare la proliferazione delle cellule B infettate, potrebbero verificarsi fenomeni di 
espansione clonale di cellule B che porterebbero all’insorgenza di linfomi EBV associati.  
Nel complesso questi dati suggeriscono un meccanismo tramite il quale il virus di EBV 
potrebbe favorire la trasformazione cellulare e quindi l’insorgenza di un patologia 
linfoproliferativa. 
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